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Wer sich der Praxis hingibt ohne Wissenschaft ist wie ein Steuermann, der ein Schiff

ohne Ruder und Kompass besteigt und nie weil}, wohin er fahrt.

Leonardo da Vinci
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1. Einleitung

1.1. Proteine fiir den Transport von Neurotransmittern und

Arzneistoffen

Das ZNS dient zur schnellen und gezielten Ubertragung von Informationen. In den
einzelnen Neuronen erfolgt die Reizleitung durch fortgeleitete Aktionspotentiale
elektrisch. Die Reizweiterleitung zu den nachfolgenden Neuronen oder
Erfolgsorganen erfolgt an spezifischen Kontaktzonen, den Synapsen. Als Botenstoffe
agieren chemische Verbindungen, die als Neurotransmitter bezeichnet werden. lhre
Freisetzung erfolgt durch das Verschmelzen von Speichervesikeln mit der
Plasmamembran der entsprechenden Neuronen. Die Neurotransmitter werden bei
der Informationsweiterleitung in den synaptischen Spalt freigesetzt und interagieren
mit den postsynaptischen Rezeptoren. Nach erfolgter Reizweiterleitung ist eine
rasche Elimination des Neurotransmitters aus dem synaptischen Spalt essentiell, um
eine erneute Informationsubertragung zu ermoglichen. Diese Elimination kann durch
enzymatische Spaltung (z. B. Acetylcholin durch Acetylcholinesterase), Abdiffusion
und insbesondere durch Aufnahme via Transporter in pra- und postsynaptische

Membranen oder extraneuronale Zellen (z. B. Gliazellen) erfolgen.

Medikamente werden in der Regel nicht an ihrem Wirkungsort appliziert. Um zu
ihrem Zielort zu gelangen mussen sie vielfach zellulare Barrieren (z. B. Epi- und/oder
Endothelien) durchdringen. Fur einige (vorzugsweise kleine lipophile) Wirkstoffe kann
dies mittels Diffusion geschehen. Andere (v. a. groRere oder hydrophile) Wirkstoffe
sind auf spezifische Transportmechanismen wie spezielle Transport-Proteine
angewiesen. Viele dieser Arzneistoffe gehoéren zur chemischen Gruppe der Kationen;
organische Kationen sind durch ihre positive Ladung bei physiologischem pH
gekennzeichnet. Wegen ihrer positiven Ladung konnen sie Membranen nicht ohne
weiteres Uberwinden. FUr ihren Transport sind integrale Membranproteine
verantwortlich, folglich sind die Erforschung des Aufbaus, der Funktion und
Regulation dieser Transportproteine von essentiellem Wert (Drewe J. 2000; Daniel
und Kottra 2004). Bei der Beurteilung der Wirksamkeit von Medikamenten ist die
Untersuchung ihrer Sekretion und Reabsorption im Korper sehr wichtig, daher liegt

die klinische Bedeutung dieser Proteine neben der Verteilung/Elimination von
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Arzneistoffen vor allem auch im madglichen Auftreten von Arzneistoffinteraktionen,
wenn verschiedene Arzneistoffe und auch endogene Substrate mit demselben

Transport-Protein interagieren.

In Bezug auf die Entwicklung von Medikamenten und deren Wirkung ist jedoch auch
ihre Verteilung und somit ihr konkreter Wirkungsort bedeutend. Funktionell sind
verschiedene Transportsysteme in Dunndarm, Leber, Niere und ZNS bereits
charakterisiert (Alnouti et al 2006; Inazu et al 2006; Iseki et al 1993; Jonker et al
2004; Karbach et al 2000; Kato et al 2004; Kim et al 2006; Kimura et al 2002;
Koepsell et al 2007; Muller und Jansen 1997; Prasad et al 1992; Pritchard und Miller
1993,1996; Streich et al 1996; Ullrich K. J. 1997). Zwei in letzter Zeit gut untersuchte
Transportproteinklassen sind die organischen Kationentransporter und die multidrug-
resistance-Proteine (MDR) (Busch et al 1998; Koepsell et al 2000, 2007; Koepsell H.
1998; Marger und Saier 1993; Rappa et al 1999). Organische Kationentransporter
sind polyspezifisch und haben daher Uberlappende Substratspezifitaten; sie
transportieren also auch kationische Arzneistoffe und tragen zur Ausscheidung in
Niere, Leber und Plazenta bei. Andererseits spielen sie wahrscheinlich eine wichtige
Rolle fir die Homdostase von Neurotransmittern und zentralnervés wirksamen
Medikamenten im Gehirn. Beispielsweise transportieren OCT1 und OCT2 eine Reihe
von Neurotransmittern einschlieBBlich Serotonin, Noradrenalin und Acetylcholin
(Breidert et al 1998; Busch et al 1996, 1998; Griundemann et al 1998; Lips et al 2005;
Wessler et al 2001). Der OCT3 tragt zur Inaktivierung freigesetzter Katecholamine im
Gehirn und im Koérper bei (Inazu et al 2003; Wu et al 1998; Zwart et al 2001).

1.2. Die Familie der organischen Kationentransporter

Zur Elimination von Xenobiotika, Stoffwechselprodukten und anderen endogenen
Substanzen ist der Organismus mit einer ganzen Reihe von Transportproteinen
unterschiedlichster Spezifitat ausgerustet. Wahrend die Mehrzahl der Transporter
hochspezialisiert sind und vorwiegend Nahrstoffe wie Glukose, Aminosauren,
Nucleoside oder Fettsauren transportieren, und auch als oligospezifisch benannt
werden, gibt es daneben einige Transporter, die eine groRere Bandbreite an
Substraten aufweisen. Zwei Gruppen der SLC-Familie transportieren strukturell

verschiedene Substanzen und werden daher als polyspezifisch bezeichnet (Jonker et
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al 2004; Koepsell et al 2007). Eine solche ist die SLC22-Genfamilie, die beim
Menschen aus 12 Mitgliedern besteht, darunter Transporter fur organische Anionen
(OAT, organic anion transporters), der Carnitintransporter (OCTN2) und auch die
organischen Kationentransporter hOCT1, hOCT2 und hOCT3. OCT1, OCT2 und
OCT3 bilden innerhalb dieser Familie eine Gruppe phylogenetisch nah verwandter

Proteine.

Organische Kationentransporter (organic cation transporter, OCT) sind
polyspezifische Transmembranproteine und werden mit den organischen
Anionentransportern (organic anion transporter, OAT) und den
Kationen/Zwitterionentransportern OCTN aufgrund ihrer genetischen Ahnlichkeiten
der SLC22 (solute-carrier-family-22) Transporterfamilie zugeordnet (Humane
Genome Nomenclature Committee, HGNC). Koehler und Mitarbeiter bewiesen die
Lokalisation der Gene von hOCT1 und hOCT2 auf demselben Chromosom 6926
(1997). Die SLC22-Familie wiederum ist ein Teil der MFS-Superfamilie (major
faciliator superfamily, Grindemann et al 1998; Koepsell et al 1998, 1999; 2003;
Koepsell und Endou 2003, 2004; Marger und Saier 1993).

Die Transportproteine OCT1, OCT2 und OCT3 wurden sowohl aus menschlicher
DNA (hOCTs) als auch vom Schwein, Ratte, Maus oder Kaninchen kloniert, wobei
hinsichtlich Substratspezifitat und Gewebeverteilung teilweise Unterschiede zwischen
den Spezies bestehen (Dresser et al 2000; Suhre et al 2005; Tahara et al 2005).
Substrate der OCTs sind neben pharmakologisch relevanten Substanzen die
permanenten Kationen TEA und MPP (Tabelle 2), es wird aber diskutiert, ob sie auch

anionische, zwitterionische und ungeladene Substanzen transportieren.
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hCT2 (Flipt2)

Fliptq

Abb.1: Phylogenetischer Stammbaum der beim Menschen zur SLC22 Familie geh6érenden

Transporter (aus Koepsell et al 2003)

Organische Molekule, die eine oder mehrere primare, sekundare, tertiare oder
quartare  Ammoniumgruppen besitzen, haben eine zeitweise oder permanente
positive Ladung und gehoéren dadurch zu den organischen Kationen. Zu dieser
Gruppe werden endogene organische Kationen, wie Cholin, N1-Methylnicotinamid
(NMN) und die Monoamino-Neurotransmitter wie Dopamin, Serotonin, Histamin und
Noradrenalin, sowie viele Xenobiotika gerechnet. Pharmaka vieler klinischer Klassen,
einschliel3lich Antihistaminika, Skelettmuskelrelaxantien, Antiarrhytmika,
Psychopharmaka und R-adrenerge Rezeptorblocker gehoéren ebenfalls zu den
organischen Kationen (Koepsell H. 1998; Koepsell et al 1999; Lips et al 2005; Zhang

et al 1998). Die Homobostase organischer Kationen wird von ihrer endogenen
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Produktion, ihrer Absorption im Dunndarm und ihrer Ausscheidung in Darm, Leber
und Niere bestimmt. Der Transport wird von verschiedenen polyspezifischen
Transportern vermittelt (Koepsell H. 1998, Koepsell et al 1999). In Dunndarm, Leber
und Niere sind diese Na'-unabhangigen Transporter fir die Absorption und
Ausscheidung organischer Kationen verantwortlich. Bei dem Transport durch hOCT1,
hOCT2 und hOCT3 handelt es sich um eine erleichterte Diffusion von unter
physiologischen Bedingungen positiv geladenen, kleineren Verbindungen (Marger
und Saier 1993). Antreibende Kraft ist der Konzentrationsgradient des jeweils zu
transportierenden Substrats und das Membranpotential der Zellen. Zu den
Substraten gehéren Xenobiotika, Nukleoside und biogene Amine (Ubersicht Jonker
und Schinkel 2004). Absorption und Ausscheidung erfolgt in zwei Schritten: Der erste
Schritt besteht in einer Translokalisation der organischen Kationen aus dem Extra- in
den Intrazellularraum, meist unter Ausnutzung des elektrochemischen Gradienten.
Als zweiter Schritt folgt ein Transport der Kationen aus der Zelle heraus, diesmal
aber gegen das Membranpotential (Holohan et al 1980, 1981). Der
Auswartstransport gegen das Membranpotential konnte am Kationen-Protonen-
Antiporter MATE, einem Transporter in der Plasmamembran, der inzwischen sowohl
beim Menschen als auch bei Maus und Ratte kloniert werden konnte, inzwischen
sehr gut charakterisiert werden. Die menschlichen klonierten Subtypen heil’en
MATE1, MATE2-B und MATEZ2-K, hier konnte der Protonen-Kationen-Antiport
allerdings bis jetzt nur bei MATE1 und MATEZ2-K demonstriert werden. Das Gen fur
den MATE1 ist beim Menschen auf dem Chromosom 17p11.2 lokalisiert (Hiasa et al
2006; Masuda et al 2006; Ohta et al 2006; Oksuta et al 2005; Terada et al 2006).

1.3. Charakteristika und Lokalisation von OCT1/2/3

Obwohl bereits 1947 die Existenz eines organischen Kationentransporters in der
Niere postuliert wurde (Sperber |. 1947) gelang erst 1994 die Klonierung eines
derartigen Transporters (Grundemann et al 1994). Es handelte sich um den
organischen Kationentransporter OCT1 aus der Rattenniere. In den Jahren danach
wurden viele Transporter mit ahnlicher Struktur identifiziert, die zur SLC22-Familie
gehoren (Gorboulev et al 1997; Green et al 1999; Grindemann et al 1998a; Kekuda
et al 1998; Tamai et al 1997; Zhang et al 1997).
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Alle Mitglieder der SLC22-Familie weisen 12 Transmembrandomanen mit einer
grollen extrazellularen und einer kleineren intrazellularen Schleife auf. Die
Lokalisation der Schleifen sowie die des intrazellular lokalisierten C-Terminus wurden
fur rOCT1 von Meyer-Wentrup und Mitarbeitern (1998) mittels Antigen-Antikorper-
Reaktionen bewiesen.

Zur Identifizierung der Funktion der einzelnen OCT-Subtypen wurden knockout
Mause gezuchtet mit defizientem OCT1, OCT2 oder OCT3 (Zwart et al 2001; Jonker
et al 2001, 2003; Koepsell H. 2004). Diese sind fertil, lebensfahig, gesund und
weisen keine phanotypischen Anomalitaten auf. Dies ist nicht Uberraschend, da viele
Transporter eine sich Uberschneidende Gewebeverteilung haben und mit sich
Uberlappendem Substratspektrum existieren, so dass sie gegenseitig die Funktion
des anderen teilweise mit Ubernehmen konnen. Allerdings konnte bei den Tieren
eine zum Teil stark veranderte Kinetik bestimmter Pharmaka nachgewiesen werden:
Nach Injektion von TEA konnte bei OCT1 knockout Mausen eine verminderte, bei
OCT2 knockout Mausen eine unveranderte, und bei OCT1 und OCT2 doppel-
knockout Mausen eine deutlich reduzierte TEA-Konzentration nachgewiesen werden
(Horvarth et al 2006; Jonker et al 2001, 2003; Wang et al 2002). Der OCT3

Ubernimmt diese Transportfunktion nicht (Zwart et al 2001).

Die Charakteristka der einzelnen OCTs lassen sich folgendermalen

zusammenfassen:

OCT1: Der humane OCT1 wurde 1997 von zwei Arbeitsgruppen parallel aus der
Leber kloniert (Gorboulev et al 1997; Zhang et al 1997) und er war in Uber 80% der
Aminosauren mit dem OCT1 der Ratte identisch. Trotzdem konnten Unterschiede in
einigen Eigenschaften des hOCT1 gegenuber dem der Ratte, der Maus und des
Kaninchen gezeigt werden (Dresser et al 2000; Tahara et al 2005). Beispielsweise
wird der Transporter im menschlichen Organismus im Gegensatz zu den Nagetieren,
bei denen OCT1 sowohl in der Leber als auch in der Niere lokalisiert ist, primar in der
Leber exprimiert. Man findet ihn jedoch auch in Neuronen, oder einer Vielzahl von
Organen wie Milz, Intestinum und Plazenta (Alcorn et al 2002; Gorboulev et al 1997;
Hayer-Zillgen et al 2002; Koepsell H. 1998; Lips et al 2007; Muller et al 2005; Zhang
et al 1997 / Tabelle 1). Der Transport kationischer Substrate wurde als pH-

unabhangig und membranpotentialabhangig beschrieben (Gorboulev et al 1997;
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Zhang et al 1997). Da Arzneistoffe aus den unterschiedlichen Klassen mit hOCT1
interagieren, ist dieser Transporter sehr wahrscheinlich in die hepatische Exkretion
von Xenobiotika involviert. Die pharmakologische Relevanz dieses Transportproteins
ergibt sich aus der postulierten, zuerst aber nur flr Ratten nachgewiesenen
Lokalisation in der Sinusoidalmembran von Hepatozyten (Meyer-Wentrup et al 1998).
Bei homozygoten OCT1-defizienten Mausen wurde gegenuber dem Wildtyp eine
stark reduzierte Aufnahme organischer Kationen in der Leber festgestellt, gezeigt am
Beispiel TEA (Jonker et al 2001; Wang et al 2002). Zusatzlich bewirkte das Fehlen
von OCT1 in der Leber eine erhdhte renale Elimination, statt wie erwartet eine
verminderte (Jonker et al 2001). Verschiedene Autoren berichten Uber das
Vorkommen einer polymorphen genetischen Variabilitdt bei Mitgliedern der OCT-
Familie (Kerb et al 2002; Lazar et al 2003; Leabman et al 2002, 2003; Shu et al
2003). Im Gencode des OCT1 konnten zahlreiche Polymorphismen einzelner
Nukleotide (single-nucleotide-polymorphisms, SNPs) nachgewiesen werden, die zum
Teil in der Substitution von Aminosauren resultierten (Hoda et al 2004; Leabman et al
2000). Traten die Mutationen in der gro3en extrazellularen Schleife zwischen TMD
1und 2 oder der intrazellularen Schleife zwischen TMD 6 und 7 bzw. in der kleineren
intrazellularen Schleife zwischen TMD 10 und 11 und TMD 7 und 8 oder in der
vierten TMD auf, zeigte sich eine erhebliche Reduktion der Transportaktivitat und es
ist wahrscheinlich, dass die betroffenen Individuen auch eine veranderte
Arzneimittelkinetik aufweisen (Kerb et al 2002; Koepsell H. 2004). Diese veranderte
Kinetik kdnnte zu erhdéhten Medikamentenspiegeln im Serum und damit zu starkeren
Nebenwirkungen fluhren. Bekannte Beispiele flir Nebenwirkungen sind die geistige
Verwirrung durch den Hy-Blocker Cimetidin oder die Laktatazidose durch das
Antidiabetikum Metformin (Koepsell et al 2003). Ahnliche SNPs im genetischen Code
bei hOCT1 und hOCTZ2, die beide beim Menschen in unmittelbarer Nahe zum hOCT3
auf Chromosom 6q26 lokalisiert sind (Koehler et al 1997; Grindemann et al 1998;
Grindemann und Schomig 2000), wurden gefunden, beim hOCT3 wurden noch
weitere SNPs festgestellt (Aoyama et al 2006; Lazar et al 2003; Leabman et al 2002).
Basierend auf solchen genetischen Abweichungen, die die Pharmakokinetik von
Medikamenten beeinflussen, lassen sich moglicherweise die individuell

unterschiedlichen Reaktionen auf ein Medikament erklaren.
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OCT2: Gorboulev und Mitarbeiter (1997) klonierten hOCT2 aus der Niere. hOCT2
transportiert Kationen elektrogen sowie pH- und Na’-unabhéngig. Die zunachst
funktionell, dann immunhistochemisch nachgewiesene Lokalisation von hOCT2 in
der basolateralen Membran humaner proximaler Tubuluszellen (Motohashi et al
2002; Pietig et al 2001) sowie die Interaktion mit verschiedenen pharmakologisch
relevanten Substanzen unterstreichen die Bedeutung von hOCT2 bei der renalen
Exkretion von Arzneistoffen. Cisplatin beispielsweise wird Uuber den hOCT2 in die
Tubuluszellen aufgenommen und induziert eine Nierenschadigung, da es als
Zytostatikum wirksam ist (Ciarimboli et al 2005; Yonezawa et al 2005, 2006).
Untersuchungen an diabetischen Ratten ergaben eine Abnahme der OCT2-
Expression mit zunehmender Krankheitsdauer (Thomas et al 2004) bzw. eine
gegenuber gesunden Tieren verminderte TEA-Aufnahme im Nierengewebe (Grover
et al 2004). Das Fehlen von OCT2 hatte kaum Auswirkungen auf die Kinetik von TEA
in Niere, Leber und Dunndarm (Jonker et al 2003), jedoch ist der OCT2 im Plexus
choroideus an der Beseitigung von Cholin, einem endogenen Stoff, aus der
Cerebrospinalflussigkeit beteiligt. Ebenso ist die Cholinaufnahme durch OCT-
Inhibitoren hemmbar (Sweet et al 2001). Bei OCT1 und OCT2 doppel-knockout
Mausen konnte keine vollstandige Elimination der renalen Sekretion von TEA mit
gleichzeitig gestiegener Plasmakonzentration des Molekuls beobachtet werden
(Jonker et al 2003). Die menschliche Niere exprimiert im Gegensatz zur Nagerniere
nur den OCT2 und nicht den OCT1 (Grundemann et al 1998), eine Deletion des
OCT2 wurde daher in der menschlichen Niere wahrscheinlich zu den Auswirkungen
der Doppeldeletion OCT1 mit OCT2 der Ratte fihren (Jonker et al 2004). Obwohl der
hOCT2 beim Menschen eine weitaus hohere Gewebespezifitat zum proximalen
Tubulus der Niere aufweist, findet man ihn auch in der Nebenniere, Thymus,
Plazentazellen, den epithelialen Zellen der Atemwege, den Neuronen und dem
Plexus choroideus (Busch et al 1998; Gorboulev et al 1997; Lips et al 2005, 2007;
Motohashi et al 2002; Sweet et al 2001;). Nach Urakami et al (1999; 2000) und Slitt
et al (2002) ist die Expression des OCT2 in der Niere geschlechts- und
altersabhangig, wodurch geschlechtsbedingte Unterschiede in der renalen
Ausscheidung organischer Kationen auftreten (Jonker et al 2004). Nieren mannlicher
Ratten weisen eine signifikant hohere Expression von OCT2 mRNA auf als die
Nieren weiblicher Ratten (Asaka et al 2006; Urakami et al 1999). Zusatzlich wird von

einer altersabhangigen Expression des OCT2 in der Rattenniere berichtet (Slitt et al
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2002): Wahrend bis zum 30. Lebenstag bei beiden Geschlechtern ahnliche Level an
OCT2 mRNA messbar waren, zeigten mannliche Ratten ab diesem Zeitpunkt im
Vergleich zu den weiblichen einen starken Anstieg von OCT2 mRNA. Auf die
Applikation der Sexualhormone Testosteron und Estradiol reagierten die mannlichen
und weiblichen Tiere mit unterschiedlicher OCT2-Expression (Urakami et al 2000),
bei Untersuchungen mit kastrierten mannlichen Ratten exprimierten die Nieren beider
Geschlechter ungefahr gleiche OCT2-Zahlen (Slitt et al 2002).

OCT3: Unabhangig voneinander klonierten zwei Forschergruppen 1998 einen OCT3,
die eine am Menschen (Griindemann et al 1998), die andere an der Ratte (Wu et a/
1998). Der von Grundemann und Mitarbeitern (1998) klonierte hOCT3 weist eine
ubiquitare Verteilung im menschlichen Organismus auf. Starke Expression dieses
Transporters findet man vor allem in der Leber, Skelett- und Herzmuskel und der
Plazenta, aber auch in der Niere, Blutgefallen und Gehirnneuronen und andern
Organen ist er zu finden (Alcorn et al 2002; Grindemann et al 1998; Jonker et al
2004; Koepsell et al 2004; Kummer et al 2006; Muller et al 2005; Sata et al 2005;
Wessler et al 2001; Wu et al 2000 / Tabelle 1). Die physiologische Funktion von
hOCT3 im Gehirn besteht aufgrund seiner Substratspezifitat vermutlich in der
Aufnahme von Neurotransmittern, die nicht durch hochaffine Transporter resorbiert
wurden (Ubersicht bei Eisenhofer G. 2001; Griindemann et al 1998; Koepsell et al
2003). Der OCT3 zeigt eine ahnliche Sensitivitat gegenuber einigen Inhibitoren wie
der friher charakterisierte extraneuronale Monoamintransport, daher wurde er als
extraneuronaler Monoamintransporter (EMT) bezeichnet (Koepsell H. 2004).
Aufgrund der Tatsache, dass der OCT3 jedoch nicht ausschlieBlich in
extraneuronalen Geweben, sondern auch in Neuronen des Hippocampus und in
Purkinjezellen des Kleinhirns nachgewiesen wurde (Wu et al 1998) und sowohl
OCT1 als auch OCT2 ebenso Monoamine mit &hnlicher Affinitat wie OCT3
transportieren, sollte die Bezeichnung EMT fur den OCT3 nicht verwendet werden
(Dresser H.J. 2001; Koepsell et al 2003; Koepsell H. 2004). OCT3-defiziente Mause
sind gesund und fertil. Bei einer durchgeflihrten Studie zeigten OCT3 knockout
Mause nach intravendser Applikation des prototypischen organischen Kations MPP
eine um 72% verminderte Aufnahme desselben im Herzen und signifikant weniger
Aufnahme in Embryos als der Wildtyp (Zwart et al 2001). Daraufhin wurde auch in

anderen Organen gemessen, jedoch ausser bei trachtigen Tieren zeigte das Fehlen
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auf eine
organspezifische Kompensation durch OCT1 und OCT2 zurickzuflihren. Die
Bedeutung des OCT3 fur die ZNS-Funktion wurde ebenfalls untersucht: OCT3 wird
u. a. in Neuronen der Area postrema exprimiert, welche an der Regulation der Salz-
und Wasseraufnahme beteiligt ist (Vialou et al 2004); ein Knockout des OCT3 bei

Mausen fuhrt zu einer veranderten Salz- und Wasseraufnahme. Da der OCT3 auch

von OCT3 keine Auswirkungen auf andere Organe. Dies ist

in die Noradrenalinaufnahme involviert ist, ist der OCT3 an der Beendigung
Nach Blockade des OCT3 durch

Kortikosteron steigt die extrazellulare Noradrenalinkonzentration und infolge dessen

sympathischer Vasokonstriktion beteiligt.
entstent eine Vasokonstriktion durch eine verlangerte Aktivierung von a1-
Adrenorezeptoren (Horvath et al 2003). Der OCT3 im Gehirn und im Korper
interagiert also mit freigesetzten Katecholaminen. Diese spielen nicht nur bei der
Steuerung zahlreicher Korperfunktionen wie Blutdruck und Herzfrequenz eine
wichtige Rolle, sondern werden auch mit psychischen Erkrankungen -beispielsweise
Drogenabhangigkeit, Depressionen und aggressiven Verhalten- in Verbindung
gebracht (Aoyama et al 2006). Neurotransmitter konnen allerdings auch Uber den

hOCT2 transportiert werden.

Tab. 1: Expression der humanen organischen Kationentransporter

Transporter | Gewebe Referenzen

hOCT1 Leber; Intestinum; Neuronen; | Gorboulev et al 1997; Zhang et al
Milz; Plazenta; Niere; | 1997,1998; Koepsell 1998;
Atemwege; Hayer-Zillgen et al 2002; Lips et al

2005, 2007; Maller et al 2005;

hOCT2 Niere  (proximaler  Tubulus; | Gorboulev et al 1997; Busch et al
basolateral); Hirn; | 1998; Bleasby et al 2000; Sweet et
Kapillarendothel; Plexus | al 2001; Motohashi et al 2002;
choroideus; Neuronen; | Jonker et al 2004; Koepsell H.
Epithelzellen der Atemwege; | 2004; Lips et al 2005;
Plazenta;

hOCT3 Leber; Niere; Plazenta; Herz; | Grindemann et al 1998; Wu et al
Lunge; Skelettmuskulatur; Hirn; | 1998, 2000; Wessler et al 2001;
Neuronen; Martel et al 2001; Alcorn et al
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Plexus choroideus; | 2002; Hayer-Ziligen et al 2002;

sympathische Ganglien; | Jonker et al 2004; Koepsell et al

Gliazellen; 2004; Mdaller et al 2005; Sata et al
2005;

1.4. Funktionelle und pharmakologische Eigenschaften

Organische Kationentransporter sind offensichtlich mitbeteiligt an der mehrere
Schritte bendétigenden Elimination verschiedenster Molekile aus dem Organismus
heraus, obgleich sie auch bei der Reabsorption einer Vielzahl an Substanzen eine
Rolle spielen. Ebenso wie die OCT1-knockout Maus gesund und fertil ist, sind auch
keine phanotypischen Erscheinungen am Menschen beschrieben, die durch einen
OCT-Gendefekt bedingt sind. Allerdings wurde vor einigen Jahren bekannt, dass
Mutationen in einem genetisch sehr nah verwandtem Protein, dem hOCTN2, fur das
klinische Bild des systemischen Carnitinmangels, einer autosomal rezessiven
Erbkrankheit, verantwortlich sind (Burwinkel et al 1999; Koizumi et al 1999; Nezu et
al 1999). Das Krankheitsbild, 1975 erstmals beschrieben (Karpati et al 1975),
manifestiert sich durch Myopathie mit einer langsam progressiven, in der Kindheit
ihren Anfang nehmenden Muskelschwache vor allem der proximalen Extremitaten,
des Nackens, des Kopfes und des Rumpfes. Schluck- und Atemmuskulatur sind
meist mitbeteiligt. Haufig besteht zudem eine Hepatopathie, die sekundar zu einer
Enzephalopathie mit moglichen Epilepsien und Psychosyndromen flihren kann. Die
Symptome entstehen durch verminderte zellulare Aufnahme und erhOhte renale
Ausscheidung von Carnitin (Scaglia et al 1998; Tein et al 1990; Treem et al 1988). Es
wurden zahlreiche Mutationen des OCTN2-Gens beschrieben, die zum Teil selektiv
mit einem verminderten Carnitintransport einhergehen. Es existieren beispielsweise
Mutationen in der TMD4 und TMD11, die zu einer Inhibition des Carnitin-, nicht aber
des TEA-Transports fuhren (Ohashi et al 2002; Seth et al 1999). Diese Mutationen
liegen in den Regionen, die auch bei den OCTs entscheidend flr die Proteinfunktion
sind (Gorboulev et al 1999; Popp et al 2005).

Wahrend fur den hOCTN2 Carnitin als wichtigstes Substrat erwiesen scheint, wird
immer noch spekuliert und nach Substraten der OCT-Familie gesucht, welche
evolutionsbiologisch die Entstehung der Familie erklaren kdnnten. Eine mdgliche

Erklarung ware, dass der Mensch mit einem grossem Spektrum zum Teil toxischer
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Xenobiotika konfrontiert ist und daher polyspezifische Eliminationsmechanismen

sinnvoll sind (Ballestro et al 2006).

In diesem Hinblick interessant erscheint die Vielzahl stoffwechselaktiver Substanzen
und Neurotransmitter oder biogener Amine, die von den OCT transportiert werden
(Breidert et al 1998; Busch et al 1996,1998; Gorboulev et al 1997; Griindemann et al
1998; Harlfinger et al 2005; Jonker et al 2004; Ogasawara et al 2006; Wessler et al
2001; Wright et al 2004). MPP™ ist ein sehr gutes Substrat fir die OCTs (Russ et al
1992, 1993; Shang et al 2003), als Neurotoxin kommt es allerdings
physiologischerweise nicht im Organismus vor. Trotz sich breit Uberschneidender
Substratspezifitaten der organischen Kationentransporter zeigen sich sowohl
zwischen den drei Subtypen als auch zwischen den Spezies untereinander
Unterschiede in Affinitdt und Transportrate. So weisen zum Beispiel hOCT1 und
hOCT2 im Gegensatz zum hOCT3 eine hohere Affinitat fur das organische
Modellkation Tetraethylammonium (TEA) auf (Koepsell H. 2004). Fur die
halbmaximale Inhibition mit dem Inhibitor Kortikosteron sind beim Menschen
Konzentrationen von ca. 10uM far OCT1, ca. 30uM fur OCT2 und ca. 0,1uM fur
OCT3 nétig, wohingegen bei der Ratte die halbmaximale Inhibition fir OCT3 mit ca.
5uM erreicht wird (Koepsell H. 2004). Ahnliche Affinitat zu allen drei OCT-Subtypen
besitzen dagegen MPP und die korpereigenen Substanzen Serotonin, Noradrenalin,

Histamin.

Da sich unter den Substraten und Hemmstoffen der OCT eine ganze Reihe von
Medikamenten finden, welche haufig und auch zur Dauermedikation eingesetzt
werden, mussen v. a. bei der Entwicklung neuer kationischer Pharmaka
Wechselwirkungen bedacht werden. Wenn ein Patient zwei Medikamente einnehmen
muss, die beide mit den OCTs interagieren, kann es zu erhéhten Wirkstoffspiegeln
von einem kommen, was wiederum gesundheitliche Schaden fur den Patienten nach
sich ziehen kann. Beispiele sind das haufig eingesetzte Antidiabetikum Metformin,
welches in den letzten Jahren auch haufig zur Therapie des Syndroms polyzystischer
Ovarien eingesetzt wird (Velazquez et al 1994), der Calciumkanalblocker Verapamil
oder das teilweise bereits beschriebene Antidepressivum Imipramin (Koepsell et al
2003). Bei Ratten mit induziertem Diabetes mellitus wurde eine Herunter-Regulation
von rOCT1 und rOCT2 beschrieben (Grover et al 2004). Derartige oder ahnliche
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Mechanismen kdnnen sicher auch bei Menschen mit Psychosen zu einer

veranderten Pharmakokinetik fihren.

Neben einer Erhdhung von Wirkspiegeln und damit von Nebenwirkungen ist aber
auch der umgekehrte Fall denkbar. Mutationen in den OCT-Genen bzw.
Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten konnen auch zu einer verminderten
Resorption von Pharmaka und einer reduzierten Aufnahme in ihre Zielorgane fuhren.
Die dadurch ausbleibende Wirkung kann mehr oder weniger schwerwiegende Folgen
haben. An der bereits erwahnten knockout Maus konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass das Biguanid Metformin nur noch stark vermindert in
Dunndarmmukosa und Hepatozyten aufgenommen wird (Wang et al 2002).
Ausserdem wurde beschrieben, dass die Exkretionsrate des Metformin beim
Menschen sehr viel hoher als die glomerulare Filtrationsrate ist (Pentikainen et al

1979), was fur eine OCT-vermittelte Sekretion von Metformin spricht.

1.5. Fragestellung der Arbeit

Um festzustellen, welche zentralnervos wirksamen Medikamente von organischen
Kationentransportern transportiert werden oder diese hemmen, wurden kationische
Pharmaka auf Interaktionen mit den menschlichen OCT-Transportern untersucht. Mit
ersten Ubersichtsversuchen mit etwa 50 zentralnervds wirkenden Medikamenten
wurde getestet, ob sie den durch OCT1, OCT2 und OCT3 vermittelten Transport des
OCT-Modellsubstrats MPP hemmen. Fur Medikamente, die humane OCT-
Transporter hemmen, wurden dann im gleichen Testsystem mit Zellen
Hemmkinetiken erstellt. Fur die am interessantesten erscheinenden Medikamente
wurde dann eine genauere Charakterisierung der Transporteigenschaften
durchgefuhrt. Die Spezifitdat und Affinitat der organischen Kationentransporter
gegenuber Psychopharmaka wurde beschrieben, um die physiologische und

pharmakologische Relevanz dieser Proteine diskutieren zu konnen.
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1.6. Untersuchte Substrate und Psychopharmaka

Die fur die vorliegende Arbeit genauer untersuchten Arzneistoffe beziehungsweise
endogenen organischen Kationen und Modellsubstrate sind in Tabelle 2 nach
pharmakologischen Gesichtspunkten gegliedert dargestellt. Als physikochemische
Parameter sind die molare Masse und die Saure- bzw. Basenkonstante pKa bzw. pKg
(Hansch C. 1990) aufgefuhrt. Die molaren Massen liegen alle in dem Bereich bereits
beschriebener Substrate oder darunter. Da viele der untersuchten Arzneistoffe Basen
mit pKa-Werten von 8-10 sind, liegen sie bei physiologischem pH-Wert als Kationen
vor und werden daher in der vorliegenden Arbeit als kationische Arzneistoffe
bezeichnet.

Das Modellsubstrat zum Studium des organischen Kationentransports, welches hier

verwendet wurde ist MPP (1-Methyl-4-Phenylpyridinium).

Tab. 2: Untersuchte OCT-Substrate und Psychopharmaka

physikochemische Strukturformel, pharmakologische
Parameter Ladung bei pH 7 Eigenschaften
N-Methyl-4-Phenyl- Modell-hOCT-Substrat

Pyridinium (MPP*) - — NE
N—

\ / \ /

M=170,2

permanent geladen

Tetrabutylammonium Modell- hOCT-Inhibitor,

CsHg
(TBUA) | -
CsHg——N—"C4Hg

teilweise auch Substrat

M = 252,48

permanent geladen

C4Hg

Histamin Gewebehormon/Mediator,

/N Neurotransmitter
M=111, 15 < I @)

pKa1 9,4 o2 5,8 HN NH

w
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Amisulprid Antipsychotikum
M = 369,49
pKa 9,37 @ H
H
3 i
Citalopram Selektiver Serotonin-
F Wiederaufnahme-Hemmer
M = 324,392 @ (SSRI)
pKa 9,6 NH
O 0
NZ
Desipramin Trizyklisches Antidepressivum
(AD)

®
M = 266,38 N
pKa 9,5 /r'

HN
CHs
Doxepin O Trizyklisches Antidepressivum
(AD)

M = 279,376
PKA 9,0 l

/CHS

0-Z®
&
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Imipramin Trizyklisches.
Antidepressivum (AD)
M = 280,42 N
pKa 9,4 54,5
$/0H3
CH,
Mirtazapin ch\ Atypisches  Antidepressivum
(AD)
M = 265,35
pKa 7,1
Quetiapin P e Antipsychotikum
(—l\ o OH
¥
M = 383,51
pKa 6,83 7N
g,

1.7. Bedeutung von Psychopharmaka

Die Depression ist eine haufige, schwerwiegende und oft lebenslange Erkrankung
und bis zu 20% der Erwachsenen erleiden sie in ihrem Leben zumindest zeitweise. In
dieser Patientengruppe gehen bis zu 15% der Todesfalle auf Suizid zurlck, hinzu
kommt, dass depressive Erkrankungen ein Hauptrisikofaktor fir die Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen sind (s.0.). So vermutet die
Weltgesundheitsorganisation (WHO), dass sich depressive Erkrankungen zu einer
haufigen Ursache fur vorzeitige Todesfalle und vorzeitige Arbeitsunfahigkeit
entwickeln werden. Im Gegensatz zu anderen neuropsychiatrischen Krankheiten wie
Morbus Parkinson oder Alzheimer, denen pathophysiologische Veranderungen in
definierten Hirnregionen zugrunde liegen, ist die Depression keiner bestimmten
Hirnregion zuzuordnen. Die verbreiteste theoretische Erklarung flr Depressionen ist
die Monoamin-Mangel-Hypothese: Sie basiert auf der klinischen Beobachtung, dass
Substanzen, welche die extrazellulare Monoamin-Konzentration senken, depressive

Verstimmungen auslésen, auch zeigen Untersuchungen, dass zwischen dem
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noradrenergen, serotonergen und dopaminergen System Interaktionen bestehen. Auf
der anderen Seite haben Substanzen, welche die Konzentration von Monoaminen im
synaptischen Spalt chronisch erhohen einen antidepressiven Effekt.

Die Monoamin-Mangel-Hypothese kann die antidepressive Wirkung all dieser
Substanzen jedoch nicht restlos erklaren. Widersprichlich ist insbesondere das
Fehlen einer zeitlichen Korrelation zwischen der nach wenigen Minuten eintretenden
Wirkung der Antidepressiva auf die MonoaminhomoOostase und der erst nach
Wochen einsetzenden antidepressiven Wirkung. So wie die Rolle der organischen
Kationentransporter bei der SignalUbertragung durch Neurotransmitter, so konnte
auch ihre Rolle bei der Wirkung von Medikamenten, welche regulierend auf
psychische Vorgange oder auf das Bewusstsein wirken, in ihren

Wirkungsmechanismen noch nicht vollstandig geklart werden.

1.7.1. Trizyklische Antidepressiva

Trizyklische Antidepressiva waren die ersten synthetischen Antidepressiva (AD), sind
am bekanntesten und werden am haufigsten eingesetzt. Inr Name leitet sich von
ihrer chemischen Struktur ab, in der sich drei konjugierte Ringe und eine Seitenkette
finden  (trizyklisch  (griech.): drei Ringe). Sie wirken auf mehrere
Neurotransmittersysteme gleichzeitig, indem sie die Wiederaufnahme von Serotonin,
Noradrenalin und Dopamin hemmen. Trizyklische Antidepressiva sind gut wirksam,
jedoch treten bei ihrer Anwendung relativ haufig Nebenwirkungen auf, die zumeist

aus ihrer anticholinergen Wirkkomponente resultieren.

Folgende Trizyklische Antidepressiva wurden untersucht:

- Desipramin: Wirksames Standard-AD mit teilweiser Noradrenalin-Ruckaufnahme-
Hemmung, geringere Nebenwirkungen

- Doxepin: Wirksames AD mit ausgepragten sedierenden und anticholinergen
Eigenschaften

- Imipramin: Bewahrtes Standard-AD mit deutlichen anticholinergen Eigenschaften
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1.7.2. Selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI)

(selective serotonin reuptake inhibitors)

Diese Medikamente hemmen recht selektiv die Wiederaufnahme von Serotonin aus
dem synaptischen Spalt, d. h. sie blockieren nur die Transporter, die fur die
Wiederaufnahme eines einzigen Botenstoffes, des Serotonins, zustandig sind.
Dadurch sind die Nebenwirkungen entsprechend geringer als bei anderen
Antidepressiva.

Es wurde Citalopram als wirksames, nicht sedierendes AD untersucht.

Analog zu den SSRI gibt es auch selektive Noradrenalin-Serotonin-Wiederaufnahme-
Hemmer (NSRI): Diese hemmen sowohl die Aufnahme von Serotonin als auch
Noradrenalin aus dem synaptischen Spalt. Moglicherweise ergibt sich durch die
zusatzliche Wirkung auf das Noradrenalin ein schnellerer Wirkungseintritt.

1.7.3. Atypische Antidepressiva

Die relativ neue Klasse der atypischen Antidepressiva unterscheidet sich von o. a.
Gruppen durch einen andersartigen Wirkungsmechanismus. Wird Serotonin
ausgeschuttet, registrieren die Nervenzellen dies gewodhnlich durch spezielle
Rezeptoren an der duReren Zellwand und stellen anschlieRend die Ausschuttung ein.
Die atypischen AD wirken, indem sie diese Rezeptoren blockieren und so die Zelle
zu einer Fortsetzung der Ausschiuttung bewegen. So erhoht sich der
Serotoninspiegel am synaptischen Spalt, was mit einer stimmungsaufhellenden
Wirkung einhergeht.

Mirtazapin, ein AD mit serotonerger und noradrenerger Wirkung, sedierenden

Eigenschaften und nahezu keinen anticholinergen Wirkungen wurde untersucht.

1.7.4. Antipsychotika/Neuroleptika

Der Wirkungsmechanismus von Neuroleptika beruht auf einem Eingreifen in die
synaptische Erregungsubertragung innerhalb des Gehirns, wobei alle als
Dopaminantagonisten wirken. Bei den meisten von ihnen Kkorreliert die

antipsychotische Potenz mit ihrer Fahigkeit, die Ubertragung an D2-Rezeptoren zu
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hemmen. Hieraus erklart sich auch die Verbindung von extrapyramidalen
Nebenwirkungen und Potenz bei den klassischen Antipsychotika. Zusatzlich konnen
Neuroleptika mit Rezeptoren fur Serotonin, Acetylcholin, Histamin und Noradrenalin
interagieren.

Als ,Atypische“ werden Neuroleptika bezeichnet, die im Vergleich zu anderen eine
erhdhte antagonistische Wirksamkeit an 5-HT-2-Rezeptoren besitzen. Sie verbinden
eine gute antipsychotische Wirkung mit einer geringen Rate an extrapyramidalen
Nebenwirkungen.

Aus dieser Arzneimittelgruppe wurden Amisulprid und Quetiapin untersucht.

Wie bei den Antidepressiva wird auch bei den Neuroleptika diskutiert, dass ihr Effekt
weniger durch ihre direkte Wirkung auf ein einzelnes Neurotransmittersystem
(dopaminerges System), sondern eher auf eine daraus kaskadenartig folgende
Wirkung auf das Gleichgewicht des Gesamtsystems zu Stande kommt. Eine wichtige
Rolle kénnte auch ihre Wirkung auf die Genexpression verschiedener Systeme

spielen, zu denen auch die humanen organischen Kationentransporter gehoren.

2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Lé6sungen und Substanzen

Chemikalien und Zellen fiir die Transportmessungen in den Laboratorien des

Anatomischen Institutes der Universitat Wiirzburg:

Amisulprid Probe von Prof. Koepsell
Amitryptilin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D
BSA, Albumin V AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Calciumchlorid CaCl, AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Chinin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D
CHO-K1 Zelllinie ATCC, Manassas, USA

Citalopram Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D
*H-Citalopram (77Ci/mmol) Amersham Biosciences, UK
Clozapin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D
Desipramin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D

Seite 24



*H-Desipramin (80 Ci/mmol)

PerkinElmer Life Sciences, Boston, USA

DMSO

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D

Dopamin

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D

*H-Dopamin (48 Ci/mmol)

Amersham Life Sciences, UK

Doxepin

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D

*H-Doxepin (80Ci/mmol)

ARC, St. Louis, USA

EDTA

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

F-12 Nutrient Mixture (HAM)

+ L-Glutamin

Invitrogen, UK

FCS

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D

Geneticin

PAA Laboratories GmbH, Pasching, A

Gentamycin 590ugBase/mg

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D

L-Glutamin 200mM

PAA Laboratories GmbH, Pasching, A

GTC AppliChem GmbH, Darmstadt, D
HEK-Zelllinie ATCC, Manassas, USA

HEPES AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Histamin Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, D

*H-Histamin (51 Ci/mmol)

Amersham Biosciences, UK

Hygromycin

Calbiochem EMD Biosciences INc, USA

Imipramin

Sigma-Aldrich, GmbH, Steinheim, D

*H-Imipramin (80 Ci/mmol)

ARC, St. Louis, USA

L-Noradrenalin

Fluka Biochemka, Neu-Ulm, D

3H-Noradrenalin
(10,9 Ci/mmol)

ARC, St.Louis, USA

Mirtazapin

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D

MPP

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D

*H-MPP (85 Ci/mmol)

ARC Inc, USA

NaHCO3

Merck KGaA, Darmstadt, D

Penicillin Streptomycin
100ml-Fertiglsg

PAA Laboratories GmbH, Pasching, A

PBS Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D
Quetiapin AstraZeneca UK Limited,Macclesfield, Cheshire, UK
Serotonin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D
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*H-Serotonin (106 Ci/mmol)

Amersham Biosciences, UK

Szintillationsflissigkeit

Lumac LSC B.V., NL

TBUuA Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D
TEA Sigma-Aldrich, Steinheim, D

TPeA Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D
Tris Fluka-Biochemka, Buchs, Schweiz

Gerate und Arbeitsmaterialien:

Brutschrank (Zellen)

HeraCell240, ThermoElectron

Langenselbold, D

Co,

Einweg- Plastikgefalle

Eppendorf, Hamburg,
Greiner, Frickenhausen,
Sarstedt AG & Co, Nurnbrecht, D

Filter

Sterilfiltrieren

und Filterpapier

Zum

Hartenstein, Warzburg, D

Klvetten

Sarstedt AG & Co, Nurnbrecht, D

Kulturflaschen

Greiner bio-one GmbH, D

Ruttelmaschine

Typ 4020, Kéttermann KG, Hanigsen, D

Spektralphotometer

Ultraspec Il

Schweden

Pharmacia LKB Biochrom,

Szintillationsgefalie

Sarstedt AG & Co, Nirnbrecht, D

Szintillationszahler

LS6500; Beckmann Coulter Inc, USA

Umkehrmikroskop

Axiovert 25, Zeiss, D

Wasserbad

1038, GFL, Burgwedel, D

Zentrifuge

5415C, Eppendorf GmbH, Engelsdorf, D

Software fiir schriftiche und graphische Auswertung, Bearbeitung sowie

Tabellenkalkulation:

GraphPadPrism4 GraphPad Software Inc, USA
Excel Microsoft Co, USA
Word Microsoft Co, USA
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2.2. Zellzucht und Subkultivierung der verwendeten Zellkulturen

Eine stabile Transfektion, bei der Fremd-DNA ins Genom integriert wird, ermoglicht
die dauerhafte Expression der Fremd-DNA. Fir die Untersuchungen der Regulation
der humanen organischen Kationentransporter wurden diese in chinese hamster
ovary (CHO) und humane embryonic kidney Nierenzelllinien (HEK293) exprimiert.
Dies sind Zelllinien, die haufig als Expressionssysteme fur klonierte Proteine benutzt
werden (Breidert et al 1998; Burkardt et al 2000; Busch et al 1996; Grindemann D.
1994).

Chinese hamster ovary (CHO) Zellen der Zelllinie CHO-K1 wurden sowohl mit den
humanen organischen Kationentransportern (hOCT) hOCT1, hOCT2, hOCT3, als
auch mit dem Leervektor pcDNAS transfiziert (Lips et al 2005). Das Nahrmedium fur
diese Zellen bestand aus HAMs (F-12 Nutrient Mixture + L-Glutamin), dem 10%
fetales Kalberserum (FCS) und 50 mg/ml Hygromycin zugesetzt waren.

Zellen der HEK-Zelllinie (human embryonic kidney) wurden zur Untersuchung der
endogenen Expression von Transportern verwendet. Die Zelllinie war mit dem
Leervektor CMV stabil transfiziert. Das Nahrmedium fur diese Zellen bestand aus
Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM with low glucose), dem 10% fetales
hitzedenaturiertes (30 Minuten, 56°C) Kalberserum (FCS), 0,6 mg/ml Geneticin, 1%
Penicillin-Streptomycin-Glutamin und 2mM Glutamin zugesetzt waren.

Bei der Untersuchung von Transportvorgangen durch ein bestimmtes Protein ist es
ungunstig, wenn die untersuchte Substanz bereits durch einfache Diffusion oder
durch andere nicht heterolog exprimierte Transportsysteme in die Zelle gelangt. Die
0. a. verwendeten CHO- und HEK293-Zellen weisen eine ausgesprochen geringe
endogene Aufnahme fir das OCT-Substrat MPP auf. Fur die Transportversuche
waren die zu untersuchenden Substrate radioaktiv markiert.

Die verwendeten Zelllinien wurden in 75 oder 175 cm?®-Plastikflaschen in einem
Inkubator in wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 37°C unter 5% CO,-Begasung
gezuchtet und wahrend der Kultivierung unter aseptischen Bedingungen in einer
Reinraumwerkbank versorgt. Bei Wechsel des Nahrmediums, der alle ein bis zwei
Tage erfolgte, bildeten die Zelllinien einen adharenten Zellrasen auf dem Boden der
Plastikflasche aus. Die Entwicklung bis zum Monolayer (konfluentes Wachstum) fur

die Versuche wurde mit Hilfe eines Umkehrmikroskops beobachtet.
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2.3. Untersuchung der zelluldren Aufnahme von Substanzen

Sobald sich ein Monolayer mit einem gleichmallig konfluenten Zellrasen ausgebildet
hatte, konnte gemessen werden. Dann wurden die Zellen mit Phosphat gepufferter
Salzlésung (Phosphate Buffered Saline, PBS) gewaschen und mit einer PBS-
Losung, die 0,02% EDTA (Ethylendiamintetraacetat)) 10mM HEPES (4-(2-
Hydroxyethyl)-1-Piperazin-Ethansulfonsaure) und 28mM NAHCO3
(Natriumhydrogencarbonat) enthielt (,Ablése-PBS"), von dem Boden der
Kulturflaschen abgeldst. Die Zellsuspensionen von zwei Flaschen wurden in einem
50mI-Glasrohrchen vereinigt und zentrifugiert. Nach Zentrifugation bei 1000g fur 10
Minuten wurde das entstandene Zellen-Pellet in 1ml PBS mit 0,9 % Calciumchlorid
(CaClz) und 0,5 % Magnesiumchlorid (MgCly) (,Transport-PBS“) gelést und
portioniert (je 90ul Zellsuspension pro Versuchsrohrchen) im 37°C temperierten
Schuttelwasserbad ca. 10 Minuten vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation

der Zellen mit den Kontroll- und Messlosungen.

Um die Passage eines Stoffes von der einen Seite der Zellmembran zur anderen
detektieren zu konnen, werden radioaktiv markierte Substanzen mit hoher
spezifischer Aktivitdt verwendet. Die Hemmversuche wurden mit MPP durchgefuhrt,
da MPP von hOCT1-3 transportiert wird und die CHO-Zellen selbst keine endogene
Aufnahme von MPP haben.

Mit 1mg/ml Albumin (BSA, Bovines Serum Albumin) angereichertes PBS bildete
dabei die Grundlage fur die in den Versuchen verwendeten Lésungen. Um die
Transportldsung herzustellen wurden zusatzlich 0,12umolar *H-MPP und 0,88umolar
nicht radioaktiv markiertes MPP zugesetzt. Die Messung mit dieser Losung bei einer
Endkonzentration an MPP von 0,1uM ergab die Positivkontrolle - also ein Mal} fur die
Aufnahme von *H-MPP (iber die organischen Kationentransporter in die Zellen
(Gorboulev et al 1997; Wu et al 2000; Zhang et al 1998). Die Positivkontrolle wurde
sowohl am Anfang als auch am Ende der Versuchsreihe gemessen, um evil.
Veranderungen der Fahigkeit der Zellen zu transportieren, rechnerisch ausgleichen
zu koénnen. Die Hemmlosungen mit den Psychopharmaka bestanden aus der
Transportldsung und den in (Uberwiegend) destillietem Wasser geldsten

Medikamenten. Nur gelegentlich waren Ethanol oder DMSO (Dimethylsulfoxid) die
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verwendeten LoOsungsmittel. Fur die |Cso-Bestimmungen wurde bei konstanter
Substratkonzentration (0,1uM MPP) die Inhibitorkonzentration verandert. Fur die
Hemmkinetiken wurde, von einer Stammlosung ausgehend, eine Verdunnungsreihe
mit jeweils acht Losungen mit aufsteigenden Arzneimittelkonzentrationen von 0,01pM
bis 5mM angesetzt. Als Referenz fur einen komplett blockierten Transport der hOCTs
wurde eine Negativkontrolle verwendet. Diese bestand aus der Transportlosung, der
zusatzlich 2mM bzw. 5mM MPP zugegeben waren, um durch das damit
Uberproportional hohere Angebot an unmarkiertem MPP die Aufnahme von SH-MPP
kompetitiv zu hemmen.

Da man nicht davon ausgehen sollte, dass Hemmstoffe eines Transportproteins auch
entsprechend von diesem transportiert werden, wurden die Eigenschaften der
Psychopharmaka als Substrate getestet. Fur die Transportmessungen mit diesen
wurden analoge Transportldsungen mit *H-markierten Substanzen hergestellt, die
erzielte Endkonzentration betrug ebenfalls 0,1uM. Diesen wurden als OCT-
Inhibitoren die Substanz selbst (Selbsthemmung), MPP und TBUA in jeweils 5mM
Konzentration zugegeben. Zur Bestimmung der Substrataufnahme und damit deren
halbmaximale Transportkonzentration (Kn-Wert) wurden analoge 0,1uM Losungen
hergestellt und diesen das zu untersuchende Substrat in den jeweils angegebenen
Verdunnungsreihen zugesetzt. All diesen Transportmessungen mit den
Psychopharmaka war die Positivkontrolle mit 3H-MPP als Kontrolle vorangestellt, um

zu zeigen, dass die OCTs effizient exprimiert waren und die Zelllinien funktionieren.

Fur die Versuchsdurchfiuhrung wurden zu 90ul Zellsuspension 10ul der zu
untersuchenden Losung gegeben (t=0), dann wurden die Zellen eine Sekunde lang
mittels Vortexen (200 U/min) mit dem radioaktiven Substrat bei Raumtemperatur
vereint (Reaktionszeit, 1sek). Fur die Bestimmung des K,-Wertes wird die Aufnahme
bei steigender Substratkonzentration gemessen. Hierbei ist es wichtig, dass echte
Anfangsgeschwindigkeiten gemessen werden, da eine Substratanreicherung in der
Zelle die Transportgeschwindigkeit vermindern kann. Fir MPP konnte verifiziert
werden, dass nach einer Sekunde Reaktionszeit das elektrochemische
Gleichgewicht noch nicht erreicht ist. Die Aufnahme verlauft in dieser Zeitspanne
noch linear. Die Aufnahme des *H-Substrates wurde mit 1ml eisgekuhltem, 200uM
Chinin und 100uM TPeA (Tetrapentylammonium) enthaltendem PBS gestoppt

(,Stopp-Puffer). Chinin und TPeA sind etabliete Hemmstoffe aller organischen
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Kationentransporter (Gorboulev et al 1997; Koepsell et al 2003; Zhang et al 1999).
AnschlieRend wurden die Zellen dreimal im Wechsel mit Zentrifugationsschritten
(1min, 8000g) mit 1ml Stopp-Puffer gewaschen, um uUberschussige, nichtspezifisch
gebundene Radioaktivitat zu entfernen. Die fertigen Proben wurden mit 100ul 4M
Guanidin-Thiocyanat (GTC) versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer
Ruttelmaschine stehen lassen. Dies diente dazu, die Zellen zu lysieren. Nach dieser
Behandlung wurden die lysierten Zellen in Szintillationsgefale uberfuhrt, 1ml
Szintillationsflussigkeit zugegeben und noch einmal kurz auf dem Schuttler
homogenisiert. Zur Quantifizierung der Aufnahmeraten der radioaktiv markierten
Substrate wurde die Flussigszintillationsspektrometrie eingesetzt, hierbei wird der
Beta-Zerfall in den Proben detektiert. Notwendig fur die Detektion ist die sogenannte
Szintillationsflissigkeit. Sie enthalt ein organisches Losungsmittel und eine leicht zur
Fluoreszenz anzuregende Verbindung, den sogenannten Szintillator. Das organische
Losungsmittel wird durch die Energie des radioaktiven Zerfalls angeregt,
Uberschussige Energie wird von den Losungsmittelmolekilen auf die Szintillatoren
transferiert. Diese werden ebenfalls angeregt und gehen unter Emission von Licht
schnell wieder in den Grundzustand Uber. Die Lichtblitze werden von einem
Photomultiplier in ein elektrisches Signal umgewandelt und detektiert. Die
Lésungsmittelmolekiile emittieren bei ihrem Ubergang in den Grundzustand selbst
kein Licht. Von den Zahlraten wurde die sogenannte Nullrate abgezogen, d. h. die

Messungen in einem nur mit Szintillationsldsung gefulltem Rohrchen.

2.4. Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der Aufnahmeproben wurde nach der sogenannten Bradford-
Methode bestimmt. Die Methode beruht auf der Tatsache, dass Proteine mit
Bradford-Reagenz einen Coomassie Brilliant Blue Farbkomplex bilden (Bradford M.
M. 1976). Dieser Farbkomplex existiert in drei Formen: Kationisch ist er rot, neutral
grun und anionisch ist er blau (Compton und Jones 1985). Unter sauren
Bedingungen liegt der Farbkomplex Uberwiegend in der protonierten roten
kationischen Form vor (messbar im Photometer bei 470nm). Wenn er jedoch an ein
Protein bindet, wandelt er sich in die unprotonierte blaue Form um (messbar bei
595nm). Diese Farbung ist stabil und nimmt Uber einen weiten Bereich proportional

mit der Proteinkonzentration zu.
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Die Bradford-Methode wurde zur Proteinbestimmung der Zelllysate eingesetzt, die
durch Lyse der Zellen mit 0,1% (v/v) Triton X-100-Lésung 1:1 erhalten wurde. Mit den
Transportmessungen wurden je 10ul Zellsuspension und 10pl Triton vermengt und
eingefroren. Fur die EiweilRbestimmungen wurde zunachst eine fertige Bio-RAD-
Protein-Assay Fertiglosung, welche Phosphorsaure und Methanol enthalt, 1:5
verdinnt. AnschlieRend wurden die Aufnahmeproben aufgetaut und mit 40ul
destilliertem Wasser, d. h. 1:6 ebenfalls verdunnt. Von diesen Probenverdinnungen
wurden wiederum 10ul in einem Eppendorfgefal® mit 90ul Wasser verdunnt und
dieser Mischung 900ul der 1:5 Bio-RAD-Protein-Assay-Lésung zugegeben. Die
Hutchen mit den reagierenden FlUssigkeiten wurden geschwenkt und finf Minuten
bei Raumtemperatur stehen lassen. Anschlieend wurde der blaue Farbkomplex bei
595nm im Photometer gemessen. Anhand einer Eichkurve aus Rinder-Serum-
Albumin (BSA) konnte die Proteinkonzentration der unbekannten Proben bestimmt

werden. Es wurde jeweils ein Doppelansatz gemacht.

2.5. Statistik und Versuchsauswertungen

Die bei den Versuchen eingesetzten radioaktiven Substanzen waren meistens mit
Tritium, selten mit Kohlenstoff-14 markiert. Der Zerfall dieser B-Strahler wurde als
dpm (desintegrations per minute) registriert. Damit spater die Hemmung der
organischen Kationentransporter durch die Psychopharmaka bzw. deren
Substrateigenschaft charakterisiert werden konnte, wurden zunachst Hemmekinetiken
und halbmaximale Hemmwerte (ICso-Werte) anhand dieser im Szintillationszahler
registrierten radioaktiven Zerfalle pro Minute (dpm) berechnet. Die dpm-Werte sind
direkt proportional zu der Menge des von den Zellen aufgenommenen radioaktiven
Substrats.

Aufgrund der von Versuch zu Versuch variierenden Zellkonzentration und der von
Substrat zu Substrat unterschiedlichen Radioaktivitdtsaufnahme fiel auch die Anzahl
der gemessenen Zerfalle unterschiedlich hoch aus. Daher wurden die dpm-Werte fur
jede Messung in Prozent der Positivkontrolle bzw. bei den Psychopharmaka in
Prozent der Transportkontrolle, umgerechnet. In jedem Versuch wurde der Mittelwert
der dpm der Positivkontrolle als maximaler Transport (100%) definiert. Die unter
Einfluss von unterschiedlichen Arzneistoff- und Hemmstoffkonzentrationen

gemessenen Werte konnten dann in Prozent dieses maximal erreichbaren
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Transportes ausgedrickt werden. Somit war eine Basis daflir geschaffen,
verschiedene  Zellkonzentrationen unterschiedlicher  Zelllinien miteinander

vergleichen zu konnen.

Fur die Erstellung von Kinetiken wurde die Substrataufnahme in die Zellen
berechnet; die Hemmkinetiken spiegeln die Substrataufnahme in Abhangigkeit von
der Hemmstoffkonzentration wieder. Da der Hemmmechanismus von Liganden der
OCTs nicht geklart ist, haben wir die Hill-Gleichung zur Berechnung der ICso-Werte
eingesetzt. Unter dem ICso-Wert versteht man diejenige Hemmstoffkonzentration, bei
der die Substrataufnahme bei einer bestimmten Substratkonzentration auf die Halfte

reduziert wird. Die verwendete Gleichung zur Berechnung des ICso-Wertes lautet:

Vi = (Bottom +) Vo — ([S]" X Vo) / (ICso" + [s]")

Viele Hemmstoffe der OCTs hemmen den Transport nur teilweise (Volk et al 2009).
Wenn dies der Fall war, wurde ein nicht hemmbarer Anteil (,Bottom®) abgezogen.

Vy bezeichnet die in Gegenwart des Hemmstoffes erhaltene Transportrate, V, die
maximale Transportrate, [S] die Substratkonzentration und ICsy die Konzentration bei
der der Transport zur Halfte gehemmt ist. In der Enzymkinetik wird die Potenz n auch
als Hill-Koeffizient bezeichnet. Ihr Wert steigt mit dem Ausmal} der Kooperativitat

eines Enzyms an.

Man wahlt bei der Erstellung der Hemmkurve eine Substratkonzentration, die
wesentlich kleiner ist als der Ky-Wert des Substrats, da dann der I[Csg
naherungsweise mit dem K; identisch ist.

Fur den statistische Vergleich von ICso-Werten wurden die in den Messungen
erhobenen Mittelwerte der Einzelwerte nach dem one-way-ANOVA-Testverfahren
und dem Tukey-Test miteinander verglichen. Die Ergebnisse wurden als statistisch
oder signifikant unterschiedlich betrachtet, wenn sie sich mindestens auf einem

95%igen Konfidenzintervall (p<0,05) unterschieden.

Es wurden Versuchsreinen von bis zu zehn voneinander unabhangigen

Experimenten durchgefuhrt. Jeder Messpunkt in den Einzelversuchen wurde durch
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vier Einzelmessungen bestimmt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit

Standardfehlern angegeben.

3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung des *H-MPP-Transportes an Zellen

In den meisten Untersuchungen zum organischen Kationentransport wurden
radioaktive Substanzen als Substrate verwendet (Boom et al 1992). N-Methyl-4-
Phenylpyridinium (MPP™) gilt als prototypisches Substrat fiir die organischen
Kationentransporter, das von allen drei hOCTs mit vergleichbaren
Affinitatskonstanten (K;) transportiert wird (Koepsell et al 2007). Da der Transport von
MPP durch hOCT1, hOCT2 und hOCT3 gut charakterisiert war (Bleasby et al 2000;
Russ et al 1992, 1993; Shang et al 2003), wurde MPP" in den Untersuchungen
sowohl an den CHO (chinese hamster ovary)-Zellen als auch an den HEK (human
embryonic kidney)-Zellen als kationisches Referenzsubstrat gewahlt.

Da in vielen Zelllinien neben den exprimierten organischen Kationentransportern
auch endogene Transportsysteme vorkommen, war es wichtig, ein Substrat zu
finden, flr das es in CHO-Zellen und HEK-Zellen keinen endogenen Transporter gibt.
Dies trifft fur MPP zu (Martell et al 2001).

Fur die Versuche wurden die Zelllinien CHO- und HEK-Zellen eingesetzt, die mit dem
menschlichen organischen Kationentransportern hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 stabil
transfiziert waren. Als Kontrolle wurden Zellen benutzt, die stabil mit dem bei der
Transfektion mit den Transportern verwendeten Vektoren transfiziert waren (CHO-
pcDNA5 oder HEK-CMV). Die in den Versuchen gemessenen Gesamtaufnahmen
von *H-MPP [pmol/mg/sec] in den einzelnen Zelltypen bei ungehemmtem Transport
in den CHO-Zelllinien hOCT1, hOCT2, hOCT3 und pcDNA5 und dem Wildtyp
HEK/CMV ist in Abb. 2 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass in den CHO-Zellen
durch hOCT1, hOCT2 und hOCT3 hohe Aktivitaten der MPP-Aufnahme exprimiert
waren und dass die endogene Aufnahme von MPP in CHO- und HEK293-Zellen

vernachlassigt werden kann.
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Aufnahme von MPP
[pmol/mg/sec]

Abb. 2.: Gesamtaufnahme von *H-MPP in den einzelnen Zelltypen:

Vergleich der von den Zellen aufgenommenen Radioaktivitdtsmenge von 0,1uM *H-MPP bei
ungehemmten Transport in den CHO-Zelllinien hOCT1, hOCT2, hOCT3 mit dem Wildtyp pcDNAS5 und
dem Wildtyp HEK/CMV. *** = p<0,001

3.2. Interaktion von Psychopharmaka mit hOCTs

Die Wirkung von Psychopharmaka beruht auf eine Interaktion mit Neurotransmitter-
Rezeptoren oder auf einer Hemmung von Transportern, die die zerebrale
Konzentration von Neurotransmittern beeinflussen. Gleichzeitig sind
schatzungsweise 50% der klinisch bedeutsamen Pharmaka organische Kationen
oder bei physiologischem pH protonierte Basen (Dresser et al 2000). Da die
organischen Kationentransporter in Nervenzellen (OCT2, OCT3) und der Blut-Hirn-
Schranke (OCT1, OCT2) exprimiert sind (Lin et al 2010), untersuchte ich, ob
bekannte Psychopharmaka mit organischen Kationentransportern interagieren und
ob sie von diesen transportiert werden. Aufgrund der komplexen Struktur der
Substratbindungsstelle der organischen Kationentransporter kann es sein, dass die
gemessenen Affinitaten von Hemmstoffen von dem fur die Transportmessungen
eingesetzten Substrat abhangig sind. Im Falle des humanen Transporters OCT3
wurden deshalb einige Hemmmessungen mit zwei Substraten (MPP und Histamin)

durchgefihrt. In meiner Arbeit wurden die Psychopharmaka Desipramin, Doxepin,
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Imipramin  (trizyklische  Antidepressiva), Citalopram (selektiver  Serotonin-
Wiederaufnahme-Hemmer), Mirtazapin  (atypisches Antidepressivum) sowie

Amisulprid und Quetiapin (Antipsychotika) untersucht.

3.2.1. Messung der Hemmung durch Desipramin

Um die Spezifitat und Affinitdt von hOCT1, hOCT2 und hOCT3 gegenlber
Desipramin zu vergleichen, wurden Hemmkinetiken der Hemmung der MPP-
Aufnahme durch Desipramin an den drei Transportern erstellt. Dabei wurde eine
MPP-Konzentration von 0,1uM eingesetzt und Desipramin wurde in den

Konzentrationen von 0,1uM bis 5mM dazugegeben.

Von dem trizyklische Antidepressivum (Inhibitor des Serotonintransporters)
Desipramin wurden bereits zu frUheren Zeiten Aufnahmeuntersuchungen fur die
humanen organischen Kationentransporter gemacht und veréffentlicht (Gorboulev et
al 1997; Koepsell et al 2003; Wu et al 2000; Zhang et al 1998). In dieser Arbeit wurde
fiir den ®*H-MPP-Transport an stabil mit hOCT1 transfizierten Zellen unter Desipramin
eine halbmaximale Hemmkonzentration von 3,0 +/- 0,4uM ermittelt. Diese bestatigt
den bereits in friheren Zeiten bestimmten K; von 5,4uM (Gorboulev et al 1997; Wu et
al 2000; Zhang et al 1998), die Werte sind naherungsweise gleich. An stabil mit
hOCT2 transfizierten Zellen ergab sich ein ICso von 4,8 +/- 0,4uM. Das ist zwar etwa
nur ein Drittel des friher bestimmen K; von 16uM (Gorboulev et al 1997; Wu et al
2000; Zhang et al 1998), jedoch liegen beide Werte im gleichen GréRenbereich. An
stabil mit hOCT3 transfizierten Zellen ist der hier ermittelte 1Cso 63,1 +/- 6,0uM, der K;
aus Veroffentlichungen 14pM (Wu et al 2000; Zhang et al 1998), damit ist dieser
Wert gut das Vierfache des fruher bestimmten Wertes. Abb. 3.1. zeigt die
Hemmekinetiken fur hOCT1, hOCT2 und hOCTS3.
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Abb. 3.1.: Konzentrationsabhingigkeit der Hemmung des durch hOCT1, hOCT2 oder hOCT3
vermittelten Kationentransports durch Desipramin: Aufnahme von 0,1uM *H-MPP in Abhangigkeit
zur Hemmstoffkonzentration von Desipramin fur hOCT1/2/3. Dargestellt sind die Mittelwerte der
gemessenen Konzentrationen aus den Transportmessungen mit Standardfehler (SEM) bei 3-8

unabhangigen Einzelmessungen.

Die Testung der ICso-Werte nach ANOVA (Abb. 3.2.) zeigte, dass sich die Hemmung
des hOCT1 und hOCT2 durch Desipramin nicht signifikant unterscheidet. Vergleicht
man jedoch sowohl den hOCT1 als auch den hOCT2 mit dem hOCT3 unterscheidet
sich die Hemmung auf einem Signifikanzniveau von p<0,001. Die hdchste Affinitat
besitzt Desipramin zu hOCT1, die niedrigste zum hOCT3. Bemerkenswert ist, dass
die Affinitat von Desipramin zu hOCT1 und hOCT2 hoch ist.
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Abb. 3.2.: Vergleich der fiir die Hemmung des Transports von MPP durch Desipramin
errechneten IC5-Werte. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte aus 8-12 Einzelmessungen mit
ihren Standardfehlern (SEM). *** = p<0,001

Obwohl die gemessenen ICsp-Werte von Desipramin niedrig sind, werden sie im

Patienten nie erreicht: Die Normwerte von Desipramin im Serum sind 0,1-1,1uM.

3.2.2. Messung der Hemmung durch Doxepin

Die Interaktion des Psychopharmakons Doxepin mit den organischen
Kationentransportern wurde bisher noch nicht untersucht. Abb. 4.1. zeigt die
Hemmung der durch die Transporter hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 vermittelten
Aufnahme von 0,1uM MPP durch verschiedene Konzentrationen von Doxepin. Die

Transporter wurden stabil in CHO-Zellen exprimiert.

Die Hemmkinetik der hOCT1 exprimierenden Zellen unter Doxepin ergab einen I1Csp
von 9,5 +/- 1,3uM. Fur die hOCT2 exprimierenden Zellen ergab sich ein ICsy flr
Doxepin von 1,3 +/- 0,2uM. An den hOCT3 exprimierenden Zellen ergab sich ein I1Cs
fur Doxepin von 19,6 +/- 3,4uM.
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Abb. 4.1.: Konzentrationsabhingigkeit der Hemmung des durch hOCT1, hOCT2 oder hOCT3
vermittelten Kationentransports durch Doxepin: Aufnahme von 0,1uM *H-MPP in Abhangigkeit zur
Doxepinkonzentration flir den hOCT1/2/3. Dargestellt werden die Mittelwerte der gemessenen

Konzentrationen aus den Transportmessungen mit Standardfehler (SEM) bei n=3-8.

Die Testung der ICso-Werte auf signifikante Unterschiede (ANOVA mit Tukey-
Vergleich) zeigte, dass sich die ICso-Werte fur die drei Transporter signifikant
unterscheiden (Abb. 4.2.). Die hochste Affinitat besitzt Doxepin zum hOCT2 (K|
1,3uM), die niedrigste zum hOCT3 (K; 19,6uM).

Doxepin IC50 [uM]

hOCT1 hOCT2 hOCT3

Abb. 4.2.: Vergleich der fiir die Hemmung des Transportes von MPP durch Doxepin
errechneten ICs,-Werte. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte 3-4 Versuchen mit je vier

Einzelmessungen mit ihren Standardfehlern (SEM). ** = p<0,01; *** = p<0,001
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Die Normwerte von Doxepin im Serum des Menschen betragen 0,035-0,717uM. Es
kénnte bei regelmaRiger Einnahme und/oder Uberdosierung dieses Medikamentes
also hochstens der hOCT2 blockiert werden, da bei diesem ein K; von 1,3uM ermittelt

wurde.

3.2.3. Messung der Hemmung durch Imipramin

Fur die Interaktion von Imipramin, das bei pH 7 positiv geladen ist, mit hOCT3 wurde
in fruheren Untersuchungen ein 1Csy von 42uM bestimmt (Wu et al 2000). Um die
Interaktion des Imipramin mit organischen Kationentransportern hOCT1, hOCT2 und
hOCT3 unter identischen Bedingungen zu vergleichen, wurden fur alle drei
Transporter Hemmkinetiken erstellt. Wieder wurde die Hemmung des Transports von
0,1uM MPP gemessen (Abb. 5.1.). Die Konzentrationen des Imipramin, die auf den

*H-MPP Transport einwirkten, reichen von 0,1uM bis 5mM.

Fir hOCT1-Zellen wurde ein ICso von 5,7 +/- 0,7uM ermittelt. Fir hOCT2
exprimierende Zellen wurde ein noch niedrigerer 1Cso-Wert von 1,4 +/- 0,2uM
bestimmt. Die Affinitat dieses trizyklischen Antidepressivums zu hOCT2 ist also 4-
fach hoher als zu hOCT1. Fur hOCT3 bestimmten wir einen 1Cso-Wert von 56,8 +/-
5,1uM (n=4). Dieser Wert unterscheidet sich nicht signifikant von dem von Wu und

Mitarbeitern ermitteltem K;-Wert.
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Abb. 5.1.: Konzentrationsabhédngigkeit der Hemmung des durch hOCT1, hOCT2 oder hOCT3
vermittelten Kationentransports durch Imipramin: Aufnahme von 0,1uM *H-MPP in Abhangigkeit
zur Imipraminkonzentration fur hOCT1/2/3. Dargestellt werden die Mittelwerte der bei
unterschiedlichen Hemmkonzentrationen gemessenen Transportraten von 12-16 Einzelmessungen

aus 3-4 Versuchen.

Die Testung der Unterschiede der ICso-Werte der Transporter (ANOVA mit post hoc
Tukey-Test) zeigte, dass sich die Hemmung des hOCT1 und hOCT2 durch Imipramin
nicht signifikant unterscheidet (Abb. 5.2.). Die Hemmung von hOCT1 und hOCT3
unterscheidet sich auf einem Signifikanzniveau von p<0,001, ebenso die Hemmung
von hOCT2 und hOCTS3.
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Abb. 5.2.: Vergleich der fir die Hemmung des Transportes von MPP durch Imipramin
errechneten ICsp-Werte. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte der 12-16 Einzelmessungen
mit ihren Standardfehlern (SEM). *** = p<0,001

Bei regelmafRiger Einnahme von Imipramin betragt beim Menschen die
Serumkonzentration dessen 0,178-0,536uM. Der niedrigste ICso von Imipramin
wurde am hOCT2 mit 1,4 +/- 0,2uM ermittelt, eine Blockade des hOCT2 ware also

fast nur bei regelmafiger Medikamentenliberdosierung méglich.

3.2.4. Messung der Hemmung durch Citalopram

Citalopram gehoért zu den ,Selektiven Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmern,
selective serotonin reuptake inhibitors, SSRI“ und ist bei pH 7 positiv geladen. Aus
dieser Wirkstoffgruppe wurden bisher noch keine Medikamente bezuglich der
Interaktion mit organischen Kationentransportern untersucht. Nach einigen
Vorversuchen, die eine Affinitat des Citalopram zu den hOCT vermuten liessen,
wurden Hemmkinetiken auf die oben beschriebene Weise erstellt. Zur Hemmung der
Aufnahme von 0,1uM MPP wurden Citalopramkonzentrationen von 1pM bis 5mM
eingesetzt (Abb. 6.1.).

Die Ergebnisse der Experimente mit Citalopram an hOCT1-Zellen ergaben nach der

Hillberechnung einen ICso-Wert von 3,1 +/- 1,8uM. Im Vergleich hierzu ist die Affinitat

Seite 41




des Citaloprams zum hOCT2 um ein etwa vierfaches geringer als zum hOCT1; der
hier ermittelte 1Cso-Wert betragt 11,9 +/- 2,6uM. Die niedrigste Affinitat besitzt
Citalopram mit einem 1Cso-Wert von 145,2 +/- 24, 7uM zu hOCT3.
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Abb. 6.1.: Konzentrationsabhingigkeit der Hemmung des durch hOCT1, hOCT2 oder hOCT3
vermittelten Kationentransportes durch Citalopram: Aufnahme von 0,1uM *H-MPP in
Abhangigkeit zur Citalopramkonzentration fur hOCT1/2/3. Dargestellt werden die Mittelwerte der

gemessenen Konzentrationen aus den Transportmessungen mit Standardfehler (SEM) bei n=3-8.

Der Vergleich der ICso-Werte (ANOVA mit post hoc Tukey-Test) zeigte, dass sich die
Hemmung des hOCT1 und hOCT2 durch Citalopram nicht signifikant unterscheidet
(p>0,05). Vergleicht man jedoch die Affinitaten von hOCT1 oder hOCT2 mit hOCT3,
so findet man hochaffine Unterschiede (p<0,001 / Abb. 6.2.).
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Abb. 6.2.: Vergleich der fiir die Hemmung des Transportes von MPP durch Citalopram
errechneten IC5,-Werte. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte der einzelnen Versuche mit
ihren Standardfehlern (SEM). *** = p<0,001

Als nachstes wurde untersucht, ob Citalopram die Aufnahme von Histamin durch
hOCT3 mit der gleichen Affinitat hemmt wie die Aufnahme von MPP. Dabei wurde fur
Histamin ahnlich wie fur MPP eine Konzentration gewahlt, die weit unter dem K-
Wert des Substrats liegt und keine messbare kompetitive Interaktion mit dem
Hemmstoff erwarten lasst (Koepsell et al 2007). Fur die Hemmung der hOCT3
vermittelten Aufnahme von 0,1uM Histamin wurde ein 1Cso-Wert von 91,7 +/- 11,4uM
erhalten. Dieser Wert unterscheidet sich signifikant (p<0,01) von dem ICso-Wert der
Citalopramhemmung des durch hOCT3 vermittelten Transportes von 0,1uM MPP
(145,2 +/- 24,7uM). Dieses Ergebnis ist ein Beispiel fur die Substratabhangigkeit der
Affinitat von Inhibitoren.

Seite 43



)
2 125
c
- ()
® X 1004 o
ST o T
t E
S £ 50-
n 9
-
%
F e 25
=2
[
% 0+ I T T 1
<o -5 7.5 -5.0 2.5 0.0
S

Citalopram [logM]

Abb. 6.3.: Konzentrationsabhingigkeit der Hemmung des durch hOCT3 vermittelten Histamin-
Transports durch Citalopram: Aufnahme von 0,1uM *H-Histamin durch hOCT3 exprimierende CHO-
Zellen bei verschiedenen Citalopramkonzentrationen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei

Versuchen mit jeweils vier Parallelmessungen mit Standardfehler (SEM).
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Abb. 6.4.: Vergleich der fiir die Hemmung des durch hOCT3 vermittelten Transportes von MPP
bzw. Histamin durch Citalopram errechneten ICs,-Werte. Die Balkendiagramme zeigen die

Mittelwerte der einzelnen Versuche mit ihren Standardfehlern (SEM). ** = p<0,01

Die Normwerte von Citalopram beim Menschen im Serum liegen bei 0,093-0,4uM.
Die gemessen IC5o-Werte liegen in einem Bereich von 3-145uM, eine Blockade eines

organischen Kationentransporters ist also nicht zu erwarten.
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3.2.5. Messung der Hemmung durch Mirtazapin

Mirtazapin ist ein atypisches Antidepressivum mit einem Molekulargewicht von 265,
welches im Plasma zu etwa 50% geladen vorkommt. In Abb. 7.1. wurde die
Hemmung der humanen organischen Kationentransporter bei verschiedenen
Konzentrationen von Mirtazapin gemessen. Wie in den oben beschriebenen
Versuchen wurden stabil mit hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 transfizierte Zellen
eingesetzt und die Aufnahme von 0,1uM MPP analysiert. Die erhaltenen ICso-Werte
(Abb. 7.1.) betrugen 71,8 +/- 24,1uM (hOCT1), 6,0 +/- 0,8uM (hOCT2) und 24,9 +/-
3,2uM (hOCT3). Die Affinitdten von hOCT2 und hOCT3 sind signifikant
unterschiedlich zu der von hOCT1, wahrend sich die Affinitdten von hOCT2 und
hOCT3 nicht signifikant unterscheiden (Abb. 7.2.).

125+
O hOCT1

100 B A hOCT2
o0 hOCT3

~
a
[]

a
(=]
[

N
a
[]

75 5.0 25
Mirtazapin [logM]

Transportaktivitat
[% der ungehemmten MPP-Kontrolle]
>

Abb. 7.1.: Konzentrationsabhédngigkeit der Hemmung des durch hOCT1, hOCT2 oder hOCT3
vermittelten Kationentransports durch Mirtazapin: Aufnahme von 0,1uM *H-MPP in Abhangigkeit
zur Mirtazapinkonzentration fir hOCT1/2/3. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3-8 Versuchen mit vier

Parallelmessungen. Der Standardfehler (SEM) ist angegeben.
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Abb. 7.2.: Vergleich der fiir die Hemmung des Transportes von MPP durch Mirtazapin
errechneten IC5p-Werte. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte der 4-6 Versuche mit je vier
Parallelmessungen mit ihren Standardfehlern (SEM). ). ** = p<0,01; *** = p<0,001

Es wurde zusatzlich untersucht, ob die Hemmung von hOCT3 durch Mirtazapin durch
das fur die Transportmessung eingesetzte Substrat beeinflusst wird. In Abb. 7.3.
wurde die Aufnahme von 0,1uM Histamin in hOCT3 exprimierenden CHO-Zellen in
Gegenwart von verschiedenen Mirtazapinkonzentrationen gemessen. Dabei wurde
ein ICso-Wert von 15,6 +/- 1,3uM bestimmt (n=4). Dieser Wert unterscheidet sich
nicht signifikant von dem ICso-Wert der Hemmung der Aufnahme von 0,1uM MPP
durch Mirtazapin (24,9 +/- 3,2uM, p>0,05).
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Abb. 7.3.: Konzentrationsabhéangigkeit der Hemmung des durch hOCT3 vermittelten Histamin-
Transportes durch Mirtazapin: Aufnahme von 0,1uM *H-Histamin in Abhangigkeit zur
Mirtazapinkonzentration fir den hOCT3. Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen

Konzentrationen aus den Transportmessungen mit Standardfehler (SEM) bei n= 3-8.

Die Normwerte von Mirtazapin beim Menschen im Serum liegen bei 0,038-0,38uM.
Die gemessen ICsp-Werte liegen in einem Bereich von 6-71uM, eine Blockade eines

organischen Kationentransporters beim Patienten ist hier ebenfalls nicht zu erwarten.

3.2.6. Messung der Hemmung durch Amisulprid

Amisulprid und Quetiapin gehdren zu den Antipsychotika und Neuroleptika, die in der
Regel alle als Dopaminantagonisten wirken. Die relative molare Masse von
Amisulprid betragt 369 und bei pH 7 ist Amisulprid positiv geladen. In Abb. 8.1. sind
die durchgefuhrten Versuche der Aufnahme von 0,1uM MPP in CHO-Zellen, die
stabil mit hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 transfiziert waren, zusammengefasst. Fur die
drei Transporter werden ahnliche ICso-Werte bestimmt (hOCT1 19,3 +/- 2,1uM,
hOCT2 27,8 +/- 2,4uM, hOCT3 11,1 +/- 0,9uM). In Abb. 8.2. werden die ICso-Werte

verglichen.
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Abb. 8.1.: Konzentrationsabhédngigkeit der Hemmung des durch hOCT1, hOCT2 oder hOCT3
vermittelten Kationentransports durch Amisulprid: Aufnahme von 0,1uM *H-MPP in Abhangigkeit
von der Amisulpridkonzentration. Die Mittelwerte aus 3-8 Versuchen mit Vierfachbestimmungen pro

Konzentration sind gezeigt. Die Standardfehler waren kleiner als die Symbole.
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Abb. 8.2.: Vergleich der fir die Hemmung des Transports von MPP durch Amisulprid
errechneten IC5-Werte. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte der jeweils drei Einzelversuche

bestehend aus je vier Parallelmessungen mit ihren Standardfehlern (SEM). *= p<0,05

Amisulprid als Antipsychotikum hat einen Normwert von 0,27-1,08uM im
Patientenserum. Die Konzentrationen der ermittelten ICso-Werte liegen alle darlber,
eine Blockade eines organischen Kationentransporters ist bei regelmafiger und

regelrechter Einnahme dieses Medikamentes nicht zu erwarten.
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3.2.7. Messung der Hemmung durch Quetiapin

Als nachstes wurde die Interaktion von Quetiapin mit den organischen
Kationentransportern untersucht. Quetiapin besitzt eine relative molekulare Masse
von 383 und ist bei pH 7 teilweise positiv geladen. Abb. 9.1. zeigt eine
Zusammenfassung der durchgefuhrten Versuche. Auch hier wurde die Hemmung der
Aufnahme von 0,1uM MPP in stabil mit hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 transfizierten
Zellen gemessen. Die Affinitdt von Quetiapin mit hOCT2 (41,0 +/- 4,1uM) st
signifikant niedriger als die Affinitdt von Quetiapin gegeniber hOCT1 (13,5 +/-
1,14M) und hOCT3 (11,7 +/- 0,7uM / Abb. 9.2.).
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Abb. 9.1.: Konzentrationsabhingigkeit der Hemmung des durch hOCT1, hOCT2 oder hOCT3
vermittelten Kationentransports durch Quetiapin: Aufnahme von 0,1uM *H-MPP in Abhangigkeit
von der Quetiapinkonzentration fir den hOCT1/2/3. Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen

Konzentrationen aus den Transportmessungen mit Standardfehler (SEM) bei n=3-8.
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Abb. 9.2.: Vergleich der fiir die Hemmung des Transportes von MPP durch Quetiapin
errechneten IC5-Werte. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte der 4-5 Versuche aus je vier

Einzelmessungen mit ihren Standardfehlern (SEM). *** = p<0,001

Auch fur Quetiapin wurde der ICso—Wert der Hemmung der Aufnahme von 0,1uM
Histamin an stabil mit hOCT3 transfizierten Zellen gemessen (Abb. 9.3.). Dabei
wurde ein Wert erhalten (14,9 +/- 1,7uM), der sich nicht signifikant von dem ICso-
Wert der Hemmung der MPP-Aufnahme durch Quetiapin unterscheidet (11,7 +/-
0,7uM; p>0,5/ Abb. 9.4).
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Abb. 9.3.: Konzentrationsabhéngigkeit der Quetiapin-Hemmung des durch hOCT3 vermittelten
Transportes von Histamin: Aufnahme von 0,1uM *H-Histamin in Abhangigkeit zur
Quetiapinkonzentration fir den hOCT3. Dargestellt sind die Mittelwerte Transportmessungen von drei

Versuchen mit jeweils vier Einzelmessungen. Die Standardfehler (SEM) sind angegeben.
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Abb. 9.4.: Vergleich der fiir die Hemmung des Transportes von MPP und Histamin durch
Quetiapin am hOCT3 errechneten ICs,-Werte. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte der

Einzelmessungen mit ihren Standardfehlern (SEM).

Obwohl die gemessenen [Csp-Werte von Quetiapin niedrig sind, werden sie im
Patienten nie erreicht: Die Normwerte von Quetiapin im Serum betragen 0,196-

1,3uM.
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3.2.8. Ubersicht iiber die ermittelten ICsy-Werte

In nachfolgenden Tabellen 3 und 4 sind die

Psychopharmaka im Uberblick zusammengefasst.

IC50-Werte der untersuchten

Tab. 3: ICso-Werte der Hemmung der Aufnahme von 0,1uM MPP durch Psychopharmaka in pM:
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 Signifikanz der Unterschiede zu hOCT1
°p<0,05, °°p<0,01, °°°p<0,001 Signifikanz der Unterschiede zwischen hOCT2 und hOCT3
ANOVA Test mit post hoc Tukey Vergleich.

Psychopharmakon | hOCT1 hOCT2 hOCT3
Desipramin 3,0 +/-0,4 5,0 +/- 0,4 °°° | 64,0 +/- 6,0 o
Doxepin 9,5+/-1,3 1,3+/-0,2 **°°° | 19,6 +/- 3,4 *
Imipramin 5,7 +/- 0,7 1,4 +/- 0,2 °°° | 56,8 +/- 5,1 x
Citalopram 3,1+/-1,8 11,9+/- 2,6 °°° 1145,2 +/- 24,7 ***
Mirtazapin 71,8 +/-24,1 6,0 +/- 0,8 *** | 24,9 +/- 3,2 *
Amisulprid 19,3 +/- 2,1 27,8 +/-2,4 °111,1+/-0,9
Quetiapin 13,5 +/-1,1 41,0 +/-41 ***°°° | 11,7 +/- 0,7

Tab. 4: Vergleich der ICs;-Werte der Hemmung der Aufnahme von 0,1uM MPP oder 0,1uM

Histamin in stabil mit hOCT3 transfizierten CHO-Zellen. Die IC5o-Werte sind in yM angegeben.
**p<0,01, Signifikanz der Unterschiede zwischen Histamin- und MPP-Transport; Student t-Test.

Psychopharmakon MPP Histamin
Citalopram 145,2 +/- 24,7 *191,7 +/-11,4
Mirtazapin 24,9 +/- 3,2 15,6 +/-1,3
Quetiapin 11,7 +/- 0,7 14,9 +/-1,7
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3.3. Versuch den Transport von radioaktiv markierten

Psychopharmaka nachzuweisen

Nachdem die Interaktion der oben beschriebenen neuen Psychopharmaka mit den
drei Transportern hOCT1, hOCT2 und hOCT3 nachgewiesen war, wurde der Frage
nachgegangen, welche dieser Arzneimittel von den organischen
Kationentransportern transportiert werden und bei welchen Medikamenten es sich
um nicht transportierte Hemmstoffe handelt. Diese Frage kann am besten mit
radioaktiv markierten Substanzen beantwortet werden, da nicht radioaktive
Nachweismethoden viel unempfindlicher sind und haufig keine Messungen der
initialen Transportraten erlauben. Transportmessungen wurden deshalb mit den vier
Psychopharmaka, die kommerziell in radioaktiv markierter Form erhaltlich waren,
gemacht. Dabei handelt es sich um Desipramin, Doxepin, Imipramin und Citalopram.
Um die durch einen Transporter vermittelte Aufnahme einer Substanz zu bestimmen,
kann man stabil mit dem jeweiligen Transporter transfizierte Zellen mit Kontrollzellen
vergleichen, die mit dem zur Transfektion verwendeten Leervektor stabil transfiziert
sind. Signifikante Unterschiede zwischen mit den Transportern transfizierten Zellen
und den Kontrollzellen deuten auf eine Transporter-vermittelte Aufnahme hin. Da es
aber sein kann, dass endogene Transporter in den beiden Zelllinien unterschiedlich
stark exprimiert werden, empfiehlt sich eine zweite Kontrolle. Diese Kontrolle kann in
dem Nachweis bestehen, dass die in mit den Transportern transfizierten Zellen
gemessene Aufnahme durch einen spezifischen Hemmstoff blockierbar ist. Da die
organischen Kationentransporter eine komplexe Bindungstasche besitzen und ein
bestimmtes transportiertes Substrat nicht durch jedes andere Substrat blockierbar

sein muss, mussen mehrere Hemmestoffe eingesetzt werden.

3.3.1. Desipramin

In Abb. 10.1. wurde die Aufnahme von 0,1uM 3H—Desipramin in Kontroll-CHO-Zellen,
die mit dem Leervektor pcDNAS5 stabil transfiziert waren, mit der in den CHO-Zellen
verglichen, die stabil mit hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 in den pcDNAS-Vektor
transfiziert waren. In der Abbildung sind die Mittelwerte der drei unabhangigen
Versuche gezeigt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Zellen nachgewiesen werden. In den mit dem pcDNAS5-Vektor
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transfizierten CHO-Zellen wurde eine mittlere Aufnahme von 2,3 pmol/mg/sec
gemessen. Die Aufnahme von 0,1yM MPP an den mit den organischen
Kationentransportern transfizierten Zellen war im Gegensatz zu Desipramin viel
hdher als in den Kontrollzellen (hOCT1 0,84 pmol/mg/sec, hOCT2 1,25 pmol/mg/sec,
hOCT3 1,90 pmol/mg/sec, Kontrollzellen 0,03 pmol/mg/sec).
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Abb. 10.1.: Aufnahme von 0,1uM *H-Desipramin in Zellen, die stabil mit dem Vektor pcDNAS5,
hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 transfiziert waren. Die Mittelwerte und Standardfehler aus drei

unabhangigen Versuchen mit jeweils vier Parallelmessungen sind angegeben.

Um festzustellen, ob die in den Kontrollzellen beobachtete Aufnahme von Desipramin
durch passive Diffusion entsteht oder Uber ein sattigbares Transportsystem erfolgt
und um herauszufinden, ob mit spezifischen Hemmestoffen ein Uber die organischen
Kationentransporter erfolgter Transport nachzuweisen ist, wurden die in Abb. 10.2.

gezeigten Hemmversuche durchgefluhrt.
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Abb. 10.2.: Hemmung der Aufnahme von *H- Desipramin in CHO-Zellen, die stabil mit dem
Vektor pcDNA5, hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 transfiziert waren, durch Uberschuss an
Desipramin, MPP oder TBuA. Die Aufnahme von 0,1uM 3H-Desipramin wurde in Abwesenheit von
Hemmstoffen, in Gegenwart von 5mM Desipramin, 5mM MPP oder 5mM TBuA gemessen. Die
Mittelwerte und ihre Standardfehler aus drei Versuchen mit vier Parallelmessungen pro Bedingung
sind dargestellt.

Die vier untersuchten Zelllinien zeigten das gleiche Verhalten. Wahrend die
Aufnahme von 0,1uM 3H-Desipramin durch 5mM nicht-markiertes Desipramin
signifikant stimuliert wurde, wurde sie durch 5mM MPP oder 5mM TBUA nicht
verandert. Die Daten bestatigen den in Abb. 10.1. erhobenen Befund, dass
Desipramin nicht durch die organischen Kationentransporter transportiert wird. Die
beobachtete Stimulation durch 5mM Desipramin deutet darauf hin, dass die
endogene Aufnahme von °H-Desipramin in die CHO-Zellen nicht passiver Natur ist,

sondern durch ein kooperativ geregeltes Transportsystem vermittelt wird.
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Um festzustellen, ob die in den CHO-Zellen beobachtete hohe endogene Aufnahme
von Desipramin auch in humanen HEK293-Zellen beobachtet wird, wurde die
Aufnahme von 0,1uM *H-Desipramin in diesen Zellen gemessen. Diese HEK293-
Zellen waren stabil mit dem Vektor CMV transfiziert. Dieser Vektor wurde in anderen
Versuchen benutzt, um organische Kationentransporter stabil zu transfizieren. In den
HEK293 Kontrollzellen wurde eine ahnlich hohe Aufnahme von 0,1uM *H-Desipramin
gemessen wie in den CHO-Zellen. Die Desipraminaufnahme war weder durch 5mM
MPP noch durch 5mM TBuA hemmbar. Im Gegensatz zu den CHO-Zellen wurde sie

nicht durch 5mM Desipramin stimuliert.
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Abb. 10.3.: Aufnahme von 3H-Desipramin in HEK293-Zellen, die stabil mit dem Vektor CMV
transfiziert waren. Die Aufnahme von 0,1uM Desipramin wurde in Abwesenheit von Hemmstoffen
oder in Gegenwart von 5mM Desipramin, 5mM MPP oder 5mM TBuA gemessen. Die Mittelwerte mit

Standardfehlern aus drei Versuchen mit vier Parallelmessungen sind gezeigt.

Bei hohen endogenen Transportraten in den zur Expression verwandten Zelllinien
besteht die Gefahr, dass ein wenig aktiver Transport des exprimierten Systems nicht
nachzuweisen ist zumal die endogenen Transportraten je nach Zustand der Zellen

schwanken konnen.

3.3.2. Doxepin

Auch fur Doxepin wurde der Versuch unternommen, mit Hilfe von stabil transfizierten
CHO-Zellen herauszufinden, ob diese Substanz von den organischen
Kationentransportern mittransportiert wird. Abb. 11.1. zeigt, dass die Aufnahme von
0,1uM Doxepin in den Vektor pcDNAS5 stabil transfizierter CHO-Zellen ahnlich hoch
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war wie die Doxepinaufnahme in stabil mit hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 transfizierten

Zellen.
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Abb. 11.1.: Aufnahme von 0,1pM 3H-Doxepin in stabil transfizierten CHO-Zellen. Die
Doxepinaufnahme wurde in CHO-Zellen gemessen, die mit dem Vektor pcDNA5, mit hOCT1, hOCT2
oder hOCT3 stabil transfiziert waren. Die Mittelwerte und Standardfehler von drei Versuchen mit je
vier Parallelmessungen sind gezeigt. Die Aufnahme der mit dem pcDNAS5-Vektor transfizierten Zellen

von 0,1uM Doxepin betrug 1,32 pmol/mg/sec.

Als nachstes wurde versucht mit Hilfe von bekannten Hemmstoffen organischer
Kationentransporter herauszufinden, ob auf dem Hintergrund des hohen endogenen
moglicherweise variablen Doxepintransportes doch ein durch spezifische
Hemmstoffe  differenzierbarer  Doxepintransport  durch  die  organischen
Kationentransporter nachzuweisen ist. Abb. 11.2. zeigt, dass die endogene
Aufnahme von 0,1uM Doxepin in den mit dem mit dem Leervektor transfizierten
CHO-Zellen durch 5mM Doxepin zu etwa 90% gehemmt wurde. Sie ist also sattigbar
und erfolgt deshalb offensichtlich Uber ein endogenes Transportsystem. Die
Doxepinaufnahme konnte auf3erdem teilweise durch 5mM MPP gehemmt werden.
Mit CHO-Zellen, die stabil mit hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 transfiziert waren, wurden
ahnliche Ergebnisse erhalten. Die Aufnahme von 0,1uM Doxepin war sattigbar und
konnte teilweise durch 5mM MPP gehemmt werden. Bei den mit hOCT1
transfizierten Zellen wurde die Doxepinaufnahme im Gegensatz zu den anderen
Zelllinien aullerdem durch 5mM TBuA gehemmt. Die Bedeutung dieses Befundes ist
unklar. Als nachstes untersuchte ich, ob der an CHO-Zellen sattigbare
Doxepintransport auch in der menschlichen Zelllinie HEK293 zu beobachten ist. Abb.

11.3. zeigt die endogene Aufnahme von 0,1uM Doxepin in HEK293-Zellen, die stabil
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mit dem Vektor CMV transfiziert waren und die wie an den CHO-Zellen durch 5SmM
Doxepin um mehr als 80% und durch 5mM MPP um mehr als 20% gehemmt wurde.
Um die Substratabhangigkeit der in HEK293-Zellen beobachteten endogenen
sattigbaren Transportsysteme flur Doxepin zu bestimmen, wurde die Aufnahme von
0,1uM °H-Doxepin in Gegenwart von unterschiedlichen Konzentrationen an nicht
radioaktiv markierten Doxepin gemessen. Die Michaelis Menten Gleichung wurde an
die Verdrangungskurve angepasst und eine apparente Michaelis Menten Konstante
(Km) von 1,17 +/- 0,7/mM berechnet (Abb. 11.4). Der Kn-Wert fur die endogene
Doxepinaufnahme ist 70 bis 900 mal hdher als die ICso-Werte flr die Hemmung der
hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 vermittelten MPP-Aufnahme. Dieses Ergebnis zeigt,
dass das endogene humane Aufnahmesystem in den HEK-Zellen nicht mit hOCT1,
hOCT2 oder hOCT3 identisch ist.
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Abb. 11.2.: Aufnahme von *H-Doxepin durch CHO-Zelllinien, die stabil mit dem Vektor pcDNAS5,
hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 transfiziert worden waren. Die Aufnahme von 0,1uM 3H-Doxepin
wurde ohne Hemmstoff und in Gegenwart von 5mM Doxepin, 5mM MPP oder 5mM TBuA gemessen.

Die Mittelwerte und Standardwerte von 4-5 Versuchen mit je vier Parallelmessungen sind angegeben.
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Abb. 11.3.: Aufnahme von 3'H-Doxepin durch stabil mit dem CMV-Vektor transfizierten HEK-
Zellen. Der Versuch wurde wie in Abb. 11.2. durchgefiihrt Die Mittelwerte und Standardwerte von

einem Versuch mit je vier Parallelmessungen sind angegeben.
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Abb. 11.4.: Substratabhingigkeit des Transportes von Doxepin in HEK293-Zellen: Die Aufnahme
von 0,1uM 3H-Doxepin in stabil mit dem CMV-Vektor transfizierten HEK293-Zellen wurde in
Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen von nicht radioaktiv markiertem Doxepin gemessen.
Mittelwerte und Standardfehler aus drei Versuchen mit je vier Messungen pro Bedingung sind gezeigt.
Eine kompetitive Hemmung entsprechend der Michaelis Menten Gleichung wurde an die Messwerte
der Verdrangungskurve angepasst. Die Anpassung ergab einen apparenten K,-Wert von 1,17 +/-
0,7mM.
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3.3.3. Imipramin

In Abb. 12.1. wurde untersucht, ob die Aufnahme von 0,1uM 3H-Imipramin in stabil
mit humanen organischen Kationentransportern transfizierten CHO-Zellen hdher ist
als in den Kontrollzellen, die stabil mit dem Expressionsvektor pcDNAS5 transfiziert
waren. Die endogene Aufnahme in den Kontrollzellen war hoch (2,31 +/- 0,6
pmol/mg/sec) und unterschied sich nicht von den hOCT1, hOCT2 oder hOCT3
exprimierenden CHO-Zellen. In allen vier Zelllinien wurde die Aufnahme von
Imipramin durch 5mM Imipramin um mehr als 50% gehemmt, war also partiell
sattigbar (Abb. 12.2.). Fur die organischen Kationentransporter spezifischen
Hemmstoffe zeigte sich kein signifikanter Effekt. Die Daten sprechen fur die Existenz
eines endogenen Transportsystems fur Imipramin und deuten darauf hin, dass

Imipramin weder von hOCT1 noch von hOCT2 noch von hOCT3 transportiert wird.

[pmol/mg/sec]
e © A 2 MM DN W ®
S O © O © O o O
[ [] [] [] [] [] [] []

Aufnahme von Imipramin

pcDNA5 hOCT1 hOCT2 hOCT3

Abb. 12.1.: Aufnahme von 3H-Imipramin in CHO-Zelllinien, die stabil mit dem Kontrollvektor
pcDNA5, hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 transfiziert waren. Die Aufnahme von 0,1uM 3H—Imipramin
wurde gemessen. Die Mittelwerte und Standardfehler von drei Versuchen mit jeweils vier Messungen

sind gezeigt.
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Abb. 12.2.: Aufnahme von °H-Imipramin in Gegenwart eines Uberschusses von nicht
radioaktivem Substrat, MPP oder TBuA. Die Aufnahme von 0,1uM 3H-Imipramin wurde ohne
Zugabe von Hemmstoffen oder in Gegenwart von 5mM Imipramin, 5mM MPP oder 5mM TBuA
gemessen. Die Mittelwerte mit Standardfehlern aus 3-4 Versuchen mit je vier Messungen sind gezeigt.
***p<0,001

Ich untersuchte ausserdem, ob der bei CHO-Zellen beobachtete sattigbare
Imipramintransport auch bei den menschlichen HEK293-Zellen zu beobachten ist.
Abb. 12.3. zeigt die endogene Aufnahme von 0,1uM Imipramin in HEK293-Zellen,
welche stabil mit dem Vektor CMV transfiziert waren und die wie in den CHO-Zellen

mit 5mM deutlich gehemmt wurde.
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Abb. 12.3.: Aufnahme von 3H-Imipramin durch stabil mit dem CMV-Vektor transfizierten HEK-
Zellen. Der Versuch wurde wie in Abb. 12.2. durchgefiihrt Die Mittelwerte und Standardfehler von

einem drei Versuchen mit je vier Parallelmessungen sind angegeben. ***p<0,001

Um die Substratabhangigkeit der in HEK293-Zellen beobachteten endogenen
sattigbaren Transportsysteme fur Imipramin zu bestimmen, wurde die Aufnahme von
0,1uM *H-Imipramin in Gegenwart von unterschiedlichen Konzentrationen von nicht
radioaktiv markierten Imipramin gemessen. Die Michaelis Menten Gleichung wurde
an die Verdrangungskurve angepasst und eine apparente Michaelis Menten
Konstante (Ky) von 161,4 +/- 25,6uM berechnet (Abb. 12.4). Der K,-Wert fur die
endogene Imipraminaufnahme ist ca. 10mal hoher als die ICso-Werte fur die
Hemmung der hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 vermittelten MPP-Aufnahme. Dieses
Ergebnis zeigt, dass das endogene humane Aufnahmesystem in den HEK-Zellen
wahrscheinlich durch einen endogenen Transporter begrundet ist, der nicht mit
hOCT1, hOCT2 oder hOCT3 identisch ist.
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Abb. 12.4.: Substratabhangigkeit des Transportes von Imipramin in HEK293-Zellen: Die
Aufnahme von 0,1uM 3H-Imipramin in stabil mit dem CMV-Vektor transfizierten HEK293-Zellen wurde
in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen von nicht radioaktiv markiertem Imipramin gemessen.
Die Mittelwerte und Standardfehler aus drei Versuchen mit je vier Messungen pro Bedingung sind
gezeigt. Die Michaelis Menten Gleichung wurde an die Messwerte angepasst und ergab einen Wert
von 161,4 +/- 25,6uM.

3.3.4. Citalopram

Mitarbeiter aus dem Labor hatten gezeigt, dass die Aufnahme von 0,1uM °H-
Citalopram in mit Leervektoren transfizierten CHO- und HEK293-Zellen sich nicht
signifikant von der Aufnahme durch CHO-Zellen unterscheiden, die mit hOCT1,
hOCT2 oder hOCT3 transfiziert waren. Ich untersuchte, ob die endogene Citalopram-
Aufnahme in mit pcDNAS transfizierten CHO-Zellen oder in mit hOCT3 transfizierten
CHO-Zellen sattigbar ist und durch MPP oder TBuA gehemmt werden kann. Die
Aufnahme von °H-Citalopram wurde durch 5mM nicht radioaktiv markiertes
Citalopram gehemmt, durch 5mM MPP wurde sie nicht gehemmt. In Gegenwart von
5mM TBuUuA kam es bei den mit hOCT3-transfizierten Zellen zu einer leichten

Stimulation. Die Bedeutung dieser Effekte ist unklar.
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Abb. 13.1.: Hemmung der Aufnahme von *H- Citalopram in CHO-Zellen, die stabil mit dem
Vektor pcDNA5 oder hOCT3 transfiziert waren, durch Uberschuss an Citalopram, MPP oder
TBuA. Die Aufnahme von 0,1uM 3H—Citalopram wurde in Abwesenheit von Hemmstoffen, in
Gegenwart von 5mM Citalopram, 5mM MPP oder 5mM TBuA gemessen. Die Mittelwerte und ihre
Standardfehler aus drei Versuchen mit vier Parallelmessungen pro Bedingung sind dargestellt.
*p<0,05; ***p<0,001

Um herauszufinden, ob die in den CHO-Zellen beobachtete endogene Aufnahme von
Citalopram auch in humanen HEK293-Zellen beobachtet wird, wurde die Aufnahme
von 0,1uM *H-Citalopram in diesen Zellen gemessen (Abb. 13.2.). Diese HEK293-
Zellen waren stabil mit dem Vektor CMV transfiziert. Die Citalopramaufnahme war
wieder durch 5mM Citalopram deutlich, nicht aber durch 5mM MPP oder 5mM TBuA
hemmbar.
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Abb. 13.2.: Aufnahme von *H-Citalopram in HEK293-Zellen, die stabil mit dem Vektor CMV
transfiziert waren. Die Aufnahme von 0,1uM Citalopram wurde in Abwesenheit von Hemmstoffen
oder in Gegenwart von 5mM Citalopram, 5mM MPP oder 5mM TBuA gemessen. Die Mittelwerte mit

Standardfehlern aus drei Versuchen mit vier Parallelmessungen sind gezeigt. ***p<0,001
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In vorangegangenen Versuchen (siehe oben) konnte der Transport des radioaktiv
markierten Citaloprams mit der Konzentration von 0,1uM nur durch sich selbst in
5mM Konzentration gehemmt werden, die klassischen OCT-Hemmstoffe MPP und
TBUA in 5mM Konzentration bewirkten keine Veranderung des Citalopramtransports.
Diese Ergebnisse lassen Rickschlisse auf einen endogenen Citalopram-Transport

zu, der jedoch nicht OCT-vermittelt ist.

3.3.5. Untersuchung des endogenen Transports

Nachdem offensichtlich war, dass die Psychopharmaka Imipramin, Doxepin und
Citalopram Uber ein endogenes Transportsystem transportiert werden, welches
jedoch nicht OCT-vermittelt ist, sollte noch untersucht werden, ob der hohe
endogene Transport bei allen Psychopharmaka Uber ein und denselben Transporter
erfolgt oder ob jedes Psychopharmakon Uber einen eigenen endogenen Transporter
verfiigt. Abb. 14 zeigt die Aufnahme des jeweiligen *H-Psychopharmakons
ungehemmt und mit 5mM Eigensubstanz und den jeweiligen anderen
Psychopharmaka in 5mM Konzentration als Hemmstoffe. Imipramin, Doxepin und
Citalopram hemmten sich gegenseitig. Der nachgewiesene endogene, nicht OCT-
vermittelte Transport von Imipramin, Doxepin und Citalopram beruht also auf

demselben Transporter.
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Abb. 14.: Hemmung der Aufnahme von 3H-Psychopharmaka in HEK293-Zellen, die stabil mit
dem Vektor CMV transfiziert waren, durch Uberschuss an Imipramin, Doxepin und Citalopram.
Die Aufnahme von 0,1uM 3H-Psychopharmakon wurde in Abwesenheit von Hemmstoffen, in
Gegenwart von 5mM Imipramin, 5mM Doxepin oder 5mM Citalopram gemessen. Die Mittelwerte und
ihre Standardfehler aus drei Versuchen mit vier Parallelmessungen pro Bedingung sind dargestellit.
***n<0,001
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die zentralnervés wirksamen
Medikamente Desipramin, Doxepin, Imipramin, Citalopram, Mirtazapin, Amisulprid
und Quetiapin die organischen Kationentransporter hOCT1, hOCT2 und hOCT3
hemmen. In dieser Arbeit wurden als Expressionssystem Zelllinien verwendet: Sie
sind permanent und stabil mit den humanen organischen Kationentransportern
transfiziert, lassen sich in der Kultur bei guter Pflege sehr einfach vermehren und
wurden bereits in vielen Studien flur derartige Zwecke verwendet (Breidert et al 1998;
Busch et al 1996,1998; Martel et al 1996; Tamai et al 1997,1998). Fur die Versuche
wurden die Zelllinien CHO (chinese hamster ovary) und HEK (human embryonic
kidney) eingesetzt, in denen die mRNA aller drei OCTs exprimiert war. Der
Kontrolltyp dieser Zellen (CHO-pcDNA5 und HEK-CMV, Leervektoren) weist eine
geringe Transportaktivitat fur MPP auf und exprimiert die organischen
Kationentransporter nicht (Martel et al 2001). Die HEK293-Zellen stammen aus
menschlichen embryonalen Nierenzellen, welche durch den menschlichen
Adenovirus 5 transformiert wurden (Graham et al 1977), die CHO-Zellen von
chinesischen Hamsterovarien. N-Methyl-4-Phenylpyridinium (MPP*) gilt als
prototypisches Substrat fur die organischen Kationentransporter, das von allen drei
hOCTs mit vergleichbaren Affinitatskonstanten (K;) transportiert wird (Koepsell et al
2007); die Aufnahme von MPP® an transfizierten Zellen wurde ausfiihrlich
beschrieben (Bleasby et al 2000; Russ et al 1992, 1993; Shang et al 2003). Deshalb
wurden die Hemmversuche und die Kontrollen mit diesem Neurotoxin als
Modellsubstrat gemacht. Bei der hier angewandten Messmethode ist die Aufnahme
der zu untersuchenden Substanzen nur kurze Zeit linear, so dass
Kurzzeitmessungen an den dissoziierten Zellen gemacht wurden. In anderen
Publikationen werden die Messungen uber langere Zeiten und an Monolayern
durchgefuhrt (Bleasby et al 2000; Muller et al 2002; Neuhoff et al 2003). Der Vorteil
der Kurzzeitmessungen liegt darin, dass hierbei noch keine Sattigung eingetreten ist,
so dass auch initiale Raten messbar sind. Daher wurde fir diese Arbeit diese

Messmethode bevorzugt.

Die OCT-Subtypen Uberschneiden sich hinsichtlich ihrer Substratspektren stark und

in vielen Organen sind mehrere Subtypen exprimiert. Daher ist es moglich, dass bei
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fehlender Funktion einer der Transporter verwandte Transporterproteine bei ein und
derselben Spezies die Funktion mit Gbernehmen (Arndt et a/ 2001; Urakami et al
2001). OCT1 und OCTZ2 besitzen eine sehr nahe verwandtschaftliche Beziehung
bzgl. der Nukleinsauresequenz mit dem OCT3 (Fukushima-Uesaka et al 2004; Itoda
et al 2004), pharmakologisch stehen sich jedoch OCT2 und OCT3 naher
(Grindemann et al 1999, 2000, 2003; Kerb et al 2002; Martel et al 1999; Wu et al
1998). Daher wurden in dieser Arbeit die Hemmkinetiken der Psychopharmaka
(moglichst) jeweils an allen drei Transportern hOCT1, hOCT2 und hOCT3 gemacht
und die ICso-Werte bestimmt. Fur die Hemmkinetiken wurden auch weitere Substrate
gesucht. Obwohl Histamin keine strukturelle Ahnlichkeit mit dem Modellsubstrat MPP
hat, wurden bei manchen Psychopharmaka Hemmkinetiken an mit hOCT3
transfizierten Zellen mit Histamin bestimmt, denn es gilt als physiologisches OCT-
Substrat (Grundemann et al 1999). Die K,-Werte dieser Substrate fur hOCT3 waren
bereits in vorherigen Untersuchungen bestimmt worden und betrugen fir das
Histamin 180uM (Busch et al 1998; Grindemann et al 1999) und fir MPP 47uM
(Gorboulev et al 1997; Wu et al 2000; Zhang et al 1997,1998). Histamin ist ein
wichtiger Neurotransmitter und Gewebehormon/Mediator, bei physiologischen
Bedingungen positiv geladen und somit auf ein spezielles Transportsystem
angewiesen. Im Gegensatz zu den anderen Neurotransmittern gibt es fur Histamin
jedoch keinen spezifischen Transporter, es sind nur die organischen
Kationentransporter (OCT2 und OCT3) als spezielles Transportsystem fur Histamin
bekannt. Dieses funktioniert bei der Ratte gleichermalien gut wie beim Menschen
(Amphoux et al 2006).

Da viele Psychopharmaka nicht passiv membrangangig sind, ist insbesondere das
Uberschreiten der Blut-Hirn-Schranke und damit das Erreichen spezifischer
Zielregionen im ZNS von Transportproteinen abhangig. Auch die Konzentration vieler
Neurotransmitter wie z. B. der Monoamine, ist vom Vorhandensein spezifischer
Transportsysteme abhangig. Je nach Wirkort der Monoamine wird ein veranderter
Transportmechanismus mit verschiedenen Krankheitsbildern wie Depression,
Morbus Parkinson oder Schizophrenie in Verbindung gebracht (Méssner et al 2001,
2002; Ogasawara et al 2006). Der vor allem phylogenetisch bedingt
verschiedenartige Aufbau einzelner ZNS-Abschnitte und die tierartabhangig

verschiedenen Qualitaten und Quantitaten der Neurotransmitter sowie ihre
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Verteilungsunterschiede fUuhren Zu speziesspezifisch unterschiedlichen
Antwortreaktionen auf die Applikation der gleichen Dosis eines ZNS-wirksamen
Pharmakons. Im Gehirn befinden sich spezielle Transporter (SERT, DAT, NAT), die
allesamt Neurotransmitter transportieren (siehe Abschnitt 1.3.), gleichzeitig wird ein
Neurotransmittertransport durch die OCTs beschrieben (Amphoux et al 2006; Busch
et al 1998; Grindemann et al 1998; Okabe et al 2005; Suhre et al 2005). Die
physiologische Bedeutung von OCT1, OCT2 und OCT3 als Monoamintransporter
wird angesichts des uUberlappenden Substratspektrums durch ihre Lokalisation
bestimmt (Breidert et al 1998). Wahrend eine Expression von OCT1 neben Organen
wie Leber, Niere und Darm (Gorboulev et al 1997; Grindemann et al 1994; Kim et al
2006) in Endothelzellen von Hirnkapillaren, die an der Blut-Hirn-Schranke beteiligt
sind, nachgewiesen wurde (Lin et al 2010), lasst sich der hOCT2 in den
Pyramidenzellen des Gehirns nachweisen (Busch et al 1998). Der hOCT3 hingegen
ist in sehr vielen anderen Zelltypen finden: Im Gehirn in der Area Postrema
(Hirnareal; Haag et al 2004), Gehirnneuronen, sympathischen Ganglien, Gliazellen
und dem Plexus choroideus (Jonker et al 2004; Koepsell H. 2004; Koepsell et al
2004), ebenso wie am Herz, in der Leber (Grindemann et al 1998) und in spateren
Untersuchungen auch in Aorta, Skelettmuskulatur, Prostata, Drisen, Plazenta und
fetaler Lunge (Kekuda et al 1998). Eine Expression organischer Kationentransporter
ist also in vielen Bereichen des Gehirns vorhanden. Obwohl der hOCT3 neben den
bekannten Transportern DAT, NET, SERT, nicht als alleiniger zusatzlicher
Monoamintransporter angesehen wird, spricht unter anderem gerade diese sehr
breite Gewebeverteilung fir seine Rolle als ,zweite Verteidigungslinie® fur
Katecholamine, die der neuronalen Wiederaufnahme an der Synapse entkommen
sind (Amphoux et al 2006; Gasser et al 2006; Vialou et al 2004). In anderweitigen
Untersuchungen wurden die Levels von Serotonin, Dopamin, Noradrenalin und
Histamin bei sowohl Wildtyp als auch knockout Mausen mittels HPLC bestimmt: es
konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von OCT3 mit einer signifikanten
regionsspezifischen Erhdhung dieser Katecholamine verbunden ist. Der OCT3 spielt
also eine wichtige Rolle in der Monoamin-Clearance (Kitaichi et al 2005; Nakayama
et al 2007). OCT3-knockout Mause zeigten unterschwellige Verhaltensanderungen,
des Weiteren war nach Inkorporation von Amphetaminen und Kokain bei den OCT3-
knockout Mausen eine deutliche Anreicherung dieser Drogen im Organismus

festzustellen (Vialou et al 2008). Durch die Hemmung der Aufnahme von 5-HT durch
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Kokain und Amphetamine beispielsweise lasst sich deren zentrale euphorisierende
Wirkung erklaren (Inazu et al 2001), gleichzeitig ist die Aufnahme von 5-HT jedoch
durch SERT-selektive Inhibitoren nicht beeinflussbar (Chen et al 2001; Schmitt et al
2003). Daraus ergibt sich, dass Psychopharmaka die gesamten Wirkungssysteme
der physiologischen Ubertragerstoffe beeinflussen kénnen. Die Neurotransmitter—
Systeme sind also Zielstruktur der Psychopharmaka und die Neurone Angriffspunkt

fur Psychostimulantien (Vialou et al 2008).

Die ICs0-Werte des trizyklischen Antidepressivums (Inhibitor ~ des
Serotonintransporters) Desipramin am hOCT1 und hOCT2 sind relativ niedrig und
unterscheiden sich kaum (hOCT1 3,0uM, hOCT2 4,8uM), die Hemmung des hOCT3
vermittelten Transports ist vergleichsweise hierzu relativ niederaffin (63,1uM) und
unterscheidet sich deutlich von den beiden anderen Hemm-Konzentrationen. Die zu
friheren Zeiten bestimmten ICso-Werte aus veroffentlichten
Aufnahmeuntersuchungen (Gorboulev et al 1997; Wu et al 2000; Zhang et al 1998)
konnten somit auch nur teilweise bestatigt werden (hOCT1 5,4uM, hOCT2 16uM,
hOCT3 14uM). Obwohl die gemessenen ICsp-Werte von Desipramin niedrig sind,
werden sie im Patienten nie erreicht: Die Normwerte von Desipramin im Serum sind
0,1-1,1uM.

Bei den Transportversuchen mit 0,1uM 3H-markiertem Desipramin zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelltypen, es wurde eine
mittlere Aufnahme von 2,27 pmol/mg/sec gemessen. Auch die Hemmstoffe
Desipramin, MPP und TBUA bewirkten in 5mM Konzentration keine Hemmung des
Desipramin-Transports, im Gegenteil, die Zugabe von 5mM Desipramin bewirkte
sogar stets eine signifikante Steigerung der Transportrate an den CHO-Zellen. An
den HEK/CMV-Zellen fand mit den Hemmstoffen nie eine signifikante Anderung der
Transportrate statt. Obgleich friher ein Transport von Desipramin Uber die
organischen Kationentransporter beschrieben wurde (Gorboulev et al 1997; Koepsell
et al 2003; Wu et al 2000; Zhang et al 1998), konnte er hier nicht bestatigt werden.
Die beobachtete Stimulation durch 5mM Eigensubstanz deutet jedoch darauf hin,
dass die endogene Aufnahme von *H-Desipramin in den CHO-Zellen nicht passiver

Natur ist, sondern Uber ein kooperativ geregeltes Transportsystem vermittelt wird.
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Bei dem ebenfalls trizyklischen Antidepressivum Doxepin wurden zur Hemmung des
3H-MPP Transports ebenfalls sehr niedrige ICso-Werte ermittelt (hOCT1 9,5uM,
hOCT2 1,3uM, hOCT3 19,6uM). Es kdnnte nur bei regelmaliger Einnahme und/oder
Uberdosierung dieses Medikamentes héchstens der hOCT2 blockiert werden, denn
die Normwerte von Doxepin im Serum des Menschen betragen 0,035-0,717uM. Beim
Versuch den Transport von radioaktiv markiertem Doxepin nachzuweisen, wurden
bei den OCT-transfizierten CHO-Zellen und bei beim Kontrollvektor keine
signifikanten Unterschiede in der Transportrate festgestellt (g 1,06 pmol/mg/sec). Bei
den Versuchen mit den klassischen OCT-Hemmstoffen war die Selbsthemmung im
Gegensatz zum ungehemmten Transport hoch signifikant, die mit den Hemmestoffen
MPP und TBUA nicht. Lediglich bei stabil mit hOCT1 transfizierten Zellen konnten alle
Hemmstoffe eine signifikante Hemmung hervorrufen, der hOCT1 konnte also
Doxepin transportieren. Die Aufnahme des Doxepin ist also groRRer als die Diffusion,
aber diese ist -ausser beim hOCT1- nicht OCT-vermittelt, sondern erfolgt Uber einen

endogenen Transporter.

Mittels Hemmkinetik wurden fur das Psychopharmakon Imipramin die 1Cso-Werte
5,7uM (hOCT1), 1,4uM (hOCT2) und 56,8uM (hOCT3) ermittelt. Der im Jahr 2000
von Wu et al am hOCT3 gefundene Ki-Wert von 42uM wurde somit bestatigt. Bei
regelmalliger Einnahme von Imipramin betragt beim Menschen die
Serumkonzentration 0,178-0,536uM, eine Blockade des hOCT2 ware also fast nur
bei regelmalliger Medikamenteniberdosierung maoglich.

Bei dem Versuch den Transport von radioaktiv markiertem Imipramin nachzuweisen
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen OCT-transfizierten Zellen und
Kontrollen und es wurde in allen CHO-Zellsystemen eine mittlere Aufnahmerate von
2,66 pmol/mg/sec ermittelt. Die OCT-Hemmstoffe MPP und TBuA zeigten keine
Hemmung, die Hemmung mit 5mM Eigensubstanz war stets deutlich signifikant, auch
in den HEK/CMV-Zellen. Diese Ergebnisse sprechen fur die Existenz eines

endogenen, nicht OCT-vermittelten Transportsystems fur Imipramin.

Bei den Transportmessungen wurde der Selektive Serotonin-Wiederaufnahme-
Hemmer (SSRI) Citalopram als starker Inhibitor des MPP-Transportes identifiziert.
Die Affinitat von Citalopram zu den organischen Kationentransportern hOCT1 (ICso
3,1uM) und hOCT2 (ICsp 11,9uM) ist hoch, die zu hOCT3 (ICso 145uM) niedriger. Die

Normwerte von Citalopram beim Menschen im Serum liegen bei 0,093-0,4uM, eine
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Blockade eines organischen Kationentransporters ist also nicht zu erwarten. Ein
weiterer |Cso-Wert des Citalopram fir den humanen OCT3 konnte aus einem
Hemmexperiment abgeleitet werden, bei dem die Histaminaufnahme Uber den
hOCT3 mit steigenden Citalopramkonzentrationen in der Aufnahmel6sung gehemmt
wurde. Der hier ermittelte ICso fur Citalopram beim Histamintransport ist 91,7uM,
beim MPP-Transport 145,2uM, die Affinitat des hOCT3 fur Citalopram ist demnach
beim Histamintransport deutlich hoher als beim MPP-Transport (p<0,01). Dies konnte
in unterschiedlichen Bindungsstellen fur Histamin und MPP begrindet sein.
Ergebnisse friherer Arbeiten legen nahe, dass die OCTs komplexe
Substratbindungstaschen besitzen (Popp et al 2005). Innerhalb dieser
Bindungstasche gibt es vermutlich unterschiedliche Interaktionsdomanen fur
verschiedene Substrate. Daflr spricht vor allem, dass bei rOCT1 ein Austausch des
Aspartat 475 durch Glutamat die Bindung von TEA oder TBUA stark verandert, die
von MPP hingegen nicht (Gorboulev et al 1999). Es besteht die Vermutung, dass
verschiedene Substrate und Inhibitoren erstens an unterschiedlichen, sich teilweise
Uberlappenden Stellen der Bindungsregion binden koénnen und dass die
Bindungsregion zweitens gleichzeitig mit mehreren Liganden besetzt sein kann. Dies
bedeutet die Liganden der Substratbindungstasche haben teilweise Uberlappende
Interaktionsdomanen und kénnen sich teilweise oder vollstandig verdrangen (Popp et
al 2005). Liganden mit kaum oder nicht Uberlappenden Interaktionsdomanen kdnnen
sich dabei nicht wie kompetitive Hemmstoffe verhalten.

Bei dem Versuch OCT-vermittelten Transport von Citalopram nachzuweisen, wurde
das radioaktiv markierte Citalopram in allen Zelltypen nur mit 5mM Eigensubstanz
signifikant gehemmt. Die klassischen OCT-Substrate MPP und TBUA zeigten keine
Veranderung der Transporteffizienz. Diese Ergebnisse lassen darauf schliessen,
dass Citalopram endogen transportiert wird (deutliche Selbsthemmung), jedoch nicht

Uber die organischen Kationentransporter.

Mirtazapin ist ein ,Atypisches” und ein gangig verwendetes Antidepressivum,
welches durch Blockierung von Rezeptoren an der auf’eren Zellwand eine weitere
Serotoninausschittung bewirkt. Die mittels MPP-Hemmung ermittelte Affinitat des
Mirtazapin zu hOCT2 (ICso 6,0uM) war hoch, die zu hOCT1 (ICso 71,8uM) und
hOCT3 (ICsp 24,9uM) geringer. Fur den Histamin-Transport an mit hOCT3

transfizierten Zellen wurde ein ICsy von 15,6uM bestimmt, beide Substrate lassen
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sich also gleichermalden gut durch Mirtazapin hemmen (p>0,5). Die Normwerte von
Mirtazapin beim Menschen im Serum liegen bei 0,038-0,38uM. Die gemessen ICso-
Werte liegen in einem Bereich von 6-71uM, damit ist eine Blockade eines

organischen Kationentransporters beim Patienten nicht zu erwarten.

Amisulprid und Quetiapin gehdéren zu den Antipsychotika bzw. Neuroleptika, die in
der Regel alle als Dopaminantagonisten wirken. Es wird diskutiert, dass sie nicht nur
direkt das dopaminerge System beeinflussen, sondern kaskadenartig das
Gleichgewicht der Neurotransmitter mdglicherweise Uber Einwirkung organischer
Kationentransporter. Quetiapin als Neuroleptikum hat eine erhéhte antagonistische
Wirksamkeit an 5-HT-2-Rezeptoren. Die experimentell und rechnerisch ermittelten
ICs0-Werte des Amisulprid bei der Hemmung des 3H-MPP-Transports waren bei allen
drei Transportern im gleichen niedrigen GroRenbereich (hOCT1 19,3uM, hOCT2
27,8uM, hOCT3 11,1uM). Amisulprid als Antipsychotikum hat einen Normwert von
0,27-1,08uM im Patientenserum. Die Konzentrationen der ermittelten ICso-Werte
liegen alle darUber, daher ist eine Blockade eines organischen Kationentransporters
bei regelmafliger und regelrechter Einnahme dieses Medikamentes nicht zu

erwarten.

Die Hemmung der MPP-Aufnahme durch das Antipsychotikums Quetiapin an hOCT2
transfizierten Zellen (ICso 41uM) ist dreimal niedriger affin wie an hOCT1 (ICs
13,5uM) und wie an hOCT3 transfizierten Zellen (ICso 11,7uM). Fir Quetiapin wurde
ebenfalls der ICsp am hOCT3 mit Histamin als Substrat bestimmt (14,9uM).Die Werte
von MPP und Histamin liegen in der gleichen Grof3enordnung, die Beeinflussung von
Quetiapin auf die Funktion des hOCT3 verlauft gleichermalen. Obwohl die
gemessenen ICso-Werte von Quetiapin niedrig sind, werden sie im Patienten nie

erreicht: Die Normwerte von Quetiapin im Serum betragen 0,196-1,3uM.

Die meisten getesteten Psychopharmaka kennzeichnen sich durch sehr niedrige
ICs0-Werte flir die Hemmung des MPP-Transports, ebenso wie fiur den
Histamintransport. Substanzen mit noch héheren Affinitaten zu den hOCTs wurden
bisher nur wenige entdeckt, der Uberwiegende Teil der bisher getesteten Substanzen
ist weit weniger affin zu den drei organischen Kationentransportern. Als hochaffin

anzufuhren ware der Inhibitor Decynium 22 mit 1Cso Werten von 0,1uM fir hOCT2
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und 0,09uM fur hOCT3 (Gorboulev et al 1997; Hayer-Zillgen et al 2002) und
Disprocynium mit einem [ICso von 0,015uM flir den hOCT3 (Grindemann et al 1998;
Minuesa et al 2009). Trotz der sehr niedrigen ermittelten ICso-Werte war die Affinitat
der Hemmung der Aufnahme von 0,1yM MPP im Vergleich zu den bei der
(Drs.
Hermann/Holzer, 11/2010) relativ gering (siehe Tabelle), so dass aufgrund dieser
Daten kein Effekt auf den Neurotransmittertransport von hOCT2 und hOCT3 im

Gehirn zu erwarten ware.

Behandlung mit diesen Medikamenten errechneten Blutkonzentrationen

ICso-Werte der Hemmung der Aufnahme von 0,19uM MPP durch Psychopharmaka und die

Normwerte derer im Serum der Patienten [uM]:

Psychopharmakon | hOCT1 hOCT2 hOCT3 NW i.S.
Desipramin 3,0+/-0,4 5,0+/-0,4 64,0 +/- 6,0 0,1-1,1
Doxepin 9,5+/-1,3 1,3+/-0,2 19,6 +/- 3,4 0,035-0,717
Imipramin 5,7 +/-0,7 1,4 +/-0,2 56,8 +/- 5,1 0,178-0,536
Citalopram 3,1+/-1,8 11,9+/- 2,6 145,2 +/- 24,7 | 0,093-0,4
Mirtazapin 71,8 +/-24,1 | 6,0 +/- 0,8 24,9 +/- 3,2 0,038-0,38
Amisulprid 19,3 +/-2,1 | 27,8 +/-2,4 11,1 +/- 0,9 0,27-1,08
Quetiapin 13,5+/-1,1 | 41,0 +/-4,1 11,7 +/- 0,7 0,196-1,3

Aus zwei Grinden ist jedoch nicht auszuschliessen, dass hOCT2 und hOCT3 im
Gehirn in vivo doch durch diese Medikamente gehemmt wird. Erstens kdnnte es sein,
dass die beschriebenen Psychopharmaka den Transport von Neurotransmittern
durch hOCT2 und hOCT3 mit hdherer Affinitat als der von MPP hemmen. Zweitens
ist beschrieben worden, dass die organischen Kationentransporter mit sehr hoher
Affinitat durch bestimmte Hemmstoffe gehemmt werden, wenn sehr geringe
Substratkonzentrationen fur die Hemmung eingesetzt wurden (Koepsell et al 2011;
Nies et al 2011). Beispiel hierfur ist Lamivudine (Minuesa et al 2009). Der Grund fur
diesen Effekt ist bisher nicht verstanden. Offensichtlich besitzen die organischen
Kationentransporter niederaffine und hochaffine Kationenbindungsstellen, die

wahrscheinlich beide am Transportmechanismus beteiligt sind (Koepsell 2010).

Bei meinen Untersuchungen konnte ich keinen Transport von Desipramin, Imipramin
und Citalopram durch hOCT1, hOCT2 und hOCT3 feststellen. Doxepin konnte
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moglicherweise durch hOCT1 transportiert werden, ein Transport durch hOCT2 und
hOCT3 war nicht festzustellen. Publizierte Daten unterstreichen den Aspekt, dass
Substratbindung und Substrattransport auf grundsatzlich unterschiedlichen
Mechanismen beruhen koénnen. Am rOCT2 konnte ein Modell far OCTs
vorgeschlagen werden, das neben der in zwei Konformationen vorliegenden
Substratbindungsregion zusatzlich einen Selektivfilter annimmt, welchen die
Substrate beim Transport passieren mussen (Schmitt und Koepsell 2005). Cholin
beispielsweise hat mit etwa 400uM eine niedrige Affinitat, aber eine hohe
Wechselzahl. Die negativen Befunde meiner Versuche kdnnen jedoch nicht
ausschliessen, dass die untersuchten Psychopharmaka doch mit geringer
Transportrate transportiert werden. Wahrend der Untersuchungen stellte sich namlich
heraus, dass die HEK293- und CHO-Zellen die zur Expression der untersuchten
organischen Kationentransporter benutzt wurden, einen hochaktiven endogenen
Transporter besitzen, welcher Imipramin, Doxepin und Citalopram transportiert. Da
die  Expressionshohe der endogenen  Transporter stark von den
Kultivierungsbedingungen abhangig sind und deshalb von Versuch zu Versuch
schwanken, ist es nicht moglich die Expression eines wenig aktiven Transportes von
Doxepin, Imipramin und Citalopram durch OCTs auf dem Hintergrund des
hochaktiven endogenen Transporters nachzuweisen. Daher muss flir diese
Substanzen ein Expressionssystem ohne endogene Transporter benutzt werden wie
beispielsweise Xenopus laevis Oozyten (Oozyten des sudafrikanischen
Krallenfrosches). Weiterfuhrende Untersuchungen mit solchen Expressionssystemen
sollten durchgeflihrt werden, um abschliessend zu klaren, ob ein geringgradiger
Transport dieser Psychopharmaka durch OCTs stattfindet.

Bei der Untersuchung, ob der hohe endogene aber nicht OCT-vermittelte Transport
der Psychopharmaka Imipramin, Doxepin und Citalopram Uber einen oder mehrere
endogene Transporter erfolgt, konnte ermittelt werden, dass es sich immer um den
gleichen Transporter handelt. Sowohl die Aufnahme von Imipramin als auch die
Aufnahme von Doxepin als auch die Aufnahme von Citalopram konnten sowohl
durch sich selbst als auch durch die anderen Psychopharmaka deutlich gehemmt

werden.

Durch die Charakterisierung der am Arzneimittelmetabolismus beteiligten Transporter

konnte es irgendwann maoglich werden, z. B. durch Drug Design, den Metabolismus
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von Medikamenten selektiv zu modifizieren, um damit eine bessere Wirkung oder
geringere Nebenwirkungen zu erreichen (Ballestro et al 2006; Bednarczyk et al 2003;
Ganapathy et al 2000; Ohsiro et al 2000; Wright et al 2004). Damit konnte z. B.
vorausgesagt werden, wie ein Medikament aussehen muss, damit es entweder nicht
von der Niere aufgenommen wird (Verhinderung der Nierenschadigung) oder von der
Niere ausgeschieden werden kann (schnelle Elimination). Cisplatin beispielsweise
induziert eine Nierenschadigung, da es uber den hOCT2 in die Tubuluszellen
aufgenommen wird und als Zytostatikum wirksam diese schadigt (Ciarimboli et al
2005; Yonezawa et al 2005, 2006). Bei manchen Medikamenten ware auch eine
langere Bioverfuigbarkeit winschenswert. Es gibt nur wenige Beispiele fur die
derzeitige klinische Anwendung dieses Konzepts. Moglicherweise kann auch der
Einsatz von Psychopharmaka selektiver werden, wenn man genauer differenzieren
kann, ob diese nicht nur mit organischen Kationentransportern interagieren, sondern

von diesen auch transportiert werden.
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5. Zusammenfassung

In nahezu allen Organen und Geweben des Organismus kommt Transportsystemen
eine wichtige physiologische Bedeutung zu. Aufgrund der Kompartimentierung ist es
fur den Stoffwechsel essentiell, dass es schlecht oder nicht permeablen Substanzen
ermdglicht werden kann, Biomembranen zu Uberwinden. Die humanen organischen
Kationentransporter hOCT1, hOCT2 und hOCT3 aus der SLC22-Genfamilie
transportieren sowohl endogene als auch pharmakologisch relevante exogene
Substanzen. Diese Proteine werden in verschiedenen Geweben exprimiert, u. a. im
Gehirn, wo sie in Neuronen, Gliazellen und im Plexus choroideus zu finden sind.
Defekte der hOCTs werden mit bei Patienten differierenden
Plasmamedikamentenspiegeln und starken Nebenwirkungen bei der Einnahme von

Medikamenten assoziiert.

Seit der Entdeckung und Erstbeschreibung der hOCT sind bereits sehr viele
Substrate auf ihre Wechselwirkungen mit diesen Transportern untersucht worden. Zu
den Substraten gehodren endogene Substanzen wie Cholin oder Monoamin-
Neurotransmitter, Xenobiotika wie MPP oder TEA, so wie kationische Pharmaka wie
Metformin oder Cisplatin. Darliber hinaus gibt es zahlreiche Stoffe, die zwar nicht
transportiert werden, aber die Aktivitat der hOCTs hemmen. Dieses ist auch
pharmakokinetisch relevant, da beispielsweise die Gabe eines hOCT-hemmenden
Medikamentes (z. B. Glukokortikoide) die Ausscheidung eines anderen Pharmakons
hemmen kann und damit zu erhéhten Plasmaspiegel flihrt, was flr etwaige

Nebenwirkungen mitverantwortlich sein kann.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob Psychopharmaka (Desipramin,
Doxepin, Imipramin, Citalopram, Mirtazapin, Amisulprid, Quetiapin) Substrate der
hOCTs darstellen, was aufgrund ihrer Struktur (kationisch bei physiologischem pH,
Molekulargewicht < 500) moglich ware oder ob sie als Inhibitoren dieser Transporter
wirken kdnnen. Dies ist zum einen zum genaueren Verstandnis der Pharmakokinetik
von Bedeutung, zum anderen kénnte eine Hemmung der hOCTs moglicherweise
auch fur die Wirkung dieser Pharmaka mitverantwortlich sein. So wird beispielsweise
vermutet, dass hOCTs an der Elimination extrazellularer Neurotransmitter im Gehirn
beteiligt sind, ihre Hemmung kénnte also einen erhdhten Neurotransmitterspiegel

hervorrufen.
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Zur Durchfuhrung dieser Untersuchungen wurden die hOCTs in transfizierten CHO-
und HEK293 Zellen heterolog exprimiert und die Aktivitat der Transporter durch die

szintigraphische Messung der Aufnahme radioaktiv markierter Substrate bestimmt.

Bei den getesteten Psychopharmaka liel3 sich -ausser bei Doxepin Uber hOCT1- kein
hOCT-vermittelter Transport nachweisen. Es ist jedoch nicht auszuschliessen, dass
dieser durch die hohe endogene Transportaktivitat uberdeckt wird und dadurch mit
der hier angewandten Messmethode nicht nachweisbar ist. Alle Psychopharmaka
hemmten jedoch die Aktivitat aller drei hOCT-Subtypen. Die ermittelten 1Cso-Werte
lagen hierbei im mikromolaren Bereich. Die hochsten Affinitaten wurden fur die
Interaktion von Doxepin und Imipramin mit hOCT2 bestimmt (1,3uM bzw. 1,4uM).
Alle ermittelten Werte liegen jedoch Uber den therapeutischen Werten im Serum des

Menschen.

Diese Arbeit soll einen kleinen Beitrag zum naheren Verstandnis von Struktur,
Funktionsmechanismen, Regulation und Arbeitsweisen von Transportproteinen,
insbesondere der OCT-Familie leisten. Bis zur definitiven Aufklarung muss noch sehr
viel Forschung betrieben werden, die weiteren Ergebnisse und daraus

erwachsenden Fragestellungen bleiben spannend.
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6. Summary

In almost all organs and tissues of the organism transport systems play a vital
physiological role. Due to compartmentation it is essential for metabolism that poorly
permeable or impermeable substances are enabled to overcome biomembranes. The
human organic cation transporters hOCT1, hOCT2 and hOCT3 belonging to the
SLC22 gene family transport endogenous as well as exogenous pharmacologically
relevant substances. These proteins are expressed in various tissues, among others
in the brain where they can be found in neurons, glia cells as well as in the plexus
choroideus. Defects of the hOCTs are associated with differing plasma drug levels of

patients and severe side effects when on medication.

Since the discovery and first description of hOCTs a lot of substrates have already
been examined with regard to their interactions with these transporters. The
substrates comprise endogenous substances such as choline or monoamine
neurotransmitters, xenobiotics such as MPP or TEA as well as cationic
pharmaceuticals such as metformin or cisplatin. In addition to these there are
numerous substances not being transported but inhibiting the activity of hOCTs. This
is also of pharmacokinetic relevance as for example the administration of a hOCT
inhibiting drug (e. g. glucocorticoids) can inhibit the elimination of another
pharmaceutical thus leading to an elevated plasma level, which may be partly

responsible for possible side effects.

The aim of this thesis was to examine whether psychotropic drugs (Desipramin,
Doxepin, Imipramin, Citalopram, Mirtazapin, Amisulprid, Quetiapan) represent
substrates of the hOCTs, which would be possible due to their structure (cationic at
physiological pH, molecular weight < 500), or whether they can act as inhibitors of
these transporters. On the one hand this is of importance for a more precise
understanding of pharmacokinetics, on the other hand an inhibition of the hOCTs
could possibly also be partly responsible for the effect of these pharmaceuticals. For
example it is supposed that hOCTs play a role in the elimination of extracellular
neurotransmitters in the brain. Thus their inhibition could evoke an elevated

neurotransmitter level.
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For the carrying out of these examinations the hOCTs were heterologously
expressed in transfected CHO- and HEK293 cells and the transporters' activity was

determined by scintigraphic measurement of the uptake of radiolabeled substrates.

With none of the tested psychotropic drugs -except in the case of Doxepin via
hOCT1- a hOCT-mediated transport could be established. However, it cannot be
excluded that such transport might be masked by the high endogenous transport
activity and therefore cannot be established with the measuring method applied in
this study. All the psychotropic drugs however inhibited the activity of all three hOCT
subtypes. The ICsp values obtained were within the micromolar range. The highest
affinities were determined for the interaction of Doxepin and Imipramin with hOCT2
(1.3uM, 1.4puM respectively). However, all the values obtained are above human

therapeutic serum values.

This thesis shall make a small contribution to a closer understanding of the structure,
functional mechanisms, regulation and mode of operation of transport proteins,
especially those belonging to the OCT-family. For a complete and definitive
understanding a lot of research work has yet to be undertaken. Further findings and

arising questions remain exciting.
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Serotonintransporter

sogenannte

Tabelle

Tetrabutylammonium

Trichloressigsaure
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TEA
TMA
TMD
TPeA
Tris
U

u. a.
Vmax
vol
WT
z. B.
z. T.
5-HT
5-HTT
ZNS

zzgl

Ki=1Cso / (1+[S] / Km)

Tetraethylammonium
Tetramethylammonium
Transmembrandoméne
Tetrapentylammonium

Tris (hydroxymethyl)- Aminomethanchlorid
Units

unter anderem

Maximalgeschwindigkeit des Transporters
Volumen

Wildtyp

zum Beispiel

zum Teil

5-Hydroxytryptamin

Serotonintransporter

Zentrales Nervensystem

zuziglich
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Quelle: Koepsell et al 2003
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