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Induktion der CYP3A4-mRNA-Bildung in den Zelllinien HepG2 und

Colo320 durch antiretrovirale Medikamente

Kurzzusammenfassung

Das primére Ziel dieser Arbeit ist es, In-Vitro nachzuweisen, dass antiretrovirale Wirkstoffe ver-
schiedener Substanzklassen die Bildung der CYP3A4-mRNA in den Zelllinien HepG2 und Co-
10320 induzieren konnen. Zusitzlich wurde die CYP3A4-Expression in verschiedenen Zellkultu-
ren anhand der mRNA-Bestimmung untersucht.

Fiir die Versuchsreihe wurden die Zelllinien HeLa, HepG2, Caco-2, Colo320 und humanes Le-
bergewebe auf ihren Gehalt an CYP3A4-mRNA getestet. Die Inkubationsversuche wurden mit
den Zelllinien HepG2 und Colo320 durchgefiihrt. Getestet wurden die antiretroviralen Substan-
zen Abacavir, Amprenavir, Zidovudin Didanosin, Stavudin, Saquinavir, Zalcitabin, Efavirenz,
Nevirapin, Delavirdin, Indinavir, Lopinavir/Ritonavir und Nelfinavir. Als Referenzsubstanz fiir
die Wirkung auf die CYP3A4-mRNA-Bildung wurde der bekannte CYP3A4-Induktor Rifampi-
cin eingesetzt. Die Inkubationsversuche erfolgten auf Zellkulturplatten mit 6 Kavitéiten. Jede Ka-
vitdt enthielt etwa eine Million Zellen. Die Zellen wurden 20 Stunden bei 37°C mit der Testsub-
stanz in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurde die ge-
samte RNA aus den Zellen in einem isoliert und in cDNA konvertiert. Die Quantifizierung der
CYP3A4-mRNA erfolgte mittels Real-Time-PCR am LightCycler (Roche) iiber einen externen

Standard, der in der Sequenz mit der gemessenen CYP3A4-mRNA identisch war.

Die untersuchten nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (Abacavir, Didanosin,
Lamivudin, Stavudin, Zalcitabin und Zidovudin) induzierten die Bildung von CYP3A4-mRNA
nicht. In der Gruppe der nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren konnte fiir die
Substanzen Efavirenz und Delavirdin eine signifikante Induktion der CYP3A4-Expression nach-
gewiesen werden, nicht jedoch fiir Nevirapin. Fiir die untersuchten Proteaseinhibitoren
Amprenavir, Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir und Saquinavir konnte eine Induktion der
CYP3A4-Expression in den Zelllinien HepG2 und Colo320 gezeigt werden. Die Substanzkom-
bination des Proteaseinhibitors Kaletra® (Lopinavir/Ritonavir) fithrte in HepG2-Zellen nicht,
jedoch in Colo320-Zellen, zur Induktion der CYP3A4-Genexpression. In den hier dargestellten
Versuchen konnte gezeigt werden, dass der CYP3A4-mRNA-Gehalt in Zellen der Zelllinie

HepG2 mit zunehmender Passagezahl abnimmt. Auch konnte nachgewiesen werden, dass die



Zelllinien HepG2 und Colo320 geringere Mengen an CYP3A4-mRNA als Zellen humanen Le-
bergewebes enthalten.

Die in dieser Arbeit dargestellten Inkubationsversuche wurden erstmalig mit den Zelllinien
HepG2 und Colo320 durchgefiihrt. Mit dieser Arbeit gelang es zum Zeitpunkt der Experimente
eine induktive Potenz fiir die untersuchten Proteaseinhibitoren nachzuweisen. So zeigen die Er-
gebnisse der hier vorgestellten Arbeit trotz der bekannten inhibitorischen Wirkung der Proteas-
einhibitoren eine Zunahme des CYP3A4-mRNA in den Zellen und somit ein wenn auch schwach
ausgeprigtes induktives Potential der Wirkstoffe. Dabei handelt es sich bei den verwendeten
Zelllinien nur um Modelle, die sich auf Grund der unterschiedlichen Genmuster von humanen
Leberzellen oder Darmepithelzellen unterscheiden und nicht 1:1 auf den Menschen iibertragen

werden konnen.



Induction of CYP3A4 mRNA in the cell lines HepG2 and Colo320 by

antiretroviral drugs

Abstract

The primary objective of this work is to demonstrate in vitro that antiretroviral drugs can induce
CYP3A4 mRNA in cell cultures. In addition, the CYP3A4 expression in various cell cultures
was examined by determination of the CYP3A4-mRNA in these cultures. For the series of exper-
iments, the cell lines HeLa, HepG2, Caco-2, Colo320 and human liver cells were tested for their
content of CYP3A4-mRNA. The incubation experiments were carried out using the cell lines
HepG2 and Colo320. We tested the antiretroviral drugs abacavir, amprenavir, zidovudine, dida-
nosine, stavudine, saquinavir, zalcitabine, efavirenz, nevirapine, delavirdine, indinavir, lop-
inavir/ritonavir and nelfinavir. As a reference substance for the induction the well known
CYP3A4-inducer rifampicin was used. The incubation experiments were carried out in cell cul-
ture 6-well-plates. Each well contained approximately one million cells. The Cells were treated
with the test substances in various concentrations. After an incubation period of 20 hours at
37°C, the total RNA was isolated from the cells and converted to cDNA. Quantifying the
CYP3A4 mRNA was carried out by using real-time PCR with the LightCycler-System (Roche).
An external standard that was identical in sequence to the measured CYP3A4 mRNA was used
to quantify the mRNA amount.

The investigated nucleoside reverse transcriptase inhibitors (abacavir, didanosine, lamivudine,
stavudine, zalcitabine, and zidovudine) did not induce the formation of CYP3A4-mRNA in the
investigated cell lines. In the group of non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors, a signifi-
cant induction of CYP3A4 expression could be demonstrated for the substances efavirenz and
delavirdine, but not for nevirapine. For the investigated protease inhibitors amprenavir, indinavir,
nelfinavir, ritonavir and saquinavir induction of CYP3A4 expression in the cell lines HepG2 and
Col0320 could be shown. The compound of the protease inhibitor Kaletra ® (lopinavir/ritonavir)
did not induce the CYP3A4 gene expression in HepG2 cells but it did in Colo320 cells. The pre-
sented experiments demonstrate that the CYP3A4-mRNA content decreases in the cells of the
cell line HepG2, with increasing passage number. It was also demonstrated that the cell lines
HepG2 and Colo320 contain lower amounts of CYP3A4 mRNA than cells of human liver tissue.
With this study it was possible at the time of the experiments to prove an inductive power for the
investigated protease inhibitors and some of the non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors.
Despite the well known inhibitory effect of protease inhibitors in vivo, these study present in-

vitro an increase of CYP3A4-mRNA in cell-lines.



I. Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wurden einzelne Wirkstoffe aus der Gruppe der Proteaseinhibitoren,
der nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren und nicht-nukleosidischen Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren auf ihre Fahigkeit, die CYP3A4-mRNA-Bildung zu induzieren, unter-
sucht. Proteaseinhibitoren, nukleosidische und nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-

Inhibitoren sind antiretrovirale Wirkstoffe.

Das Cytochrom-P450-Enzymsystem spielt eine zentrale Rolle im Abbau und in der Ausschei-
dung korperfremder Stoffe im menschlichen Korper. Die Cytochrom-P450-Enzyme bilden eine
Superfamilie, welche am Metabolismus unterschiedlichster chemischer Substanzen im menschli-
chen Organismus beteiligt ist. Diese Substanzen umfassen endogene Stoffe und Xenobiotika und
schlieBen Medikamente, Karzinogene und Umweltschadstoffe ein [1]. Dabei arbeiten die Cy-
tochrom-P450-Enzyme als ,,Wachter”, um schidliche Stoffe schnell aus dem Organismus zu
entfernen und damit den Korper zu schiitzen. Eine zentrale Rolle im Arzneistoffwechsel nimmt
Cytochrom P450 3A4 ein, das iliber 50% der aktuell klinisch eingesetzten Medikamente ver-
stoffwechselt [2].

Arzneimittelinteraktionen, die auf eine Induktion oder Hemmung des Cytochrom-P450-Systems
zuriickzufiihren sind, konnen zu einer schwicheren Wirkung oder einem Wirkverlust des verab-
reichten oder eines zusétzlich gegebenen Medikamentes fiihren. Als Folge kann es zu einer
Schéadigung des Patienten und in einigen Fillen sogar zum Tod des Patienten kommen [3]. Um
diese Gefahren zu erkennen und bei der Kombination von Medikamenten zu beriicksichtigen, ist
es von groBBer Bedeutung, die Wirkung der verwendeten Substanzen auf das Cytochrom-P450-

Enzymsystem zu kennen und zu erforschen.

1.1. Cytochrom P450 3A4

Cytochrom P450 wurde erstmals 1964 beschrieben. Es ist ein eisenhaltiges Protein, das an Re-
doxreaktionen beteiligt ist. Redoxreaktionen sind chemische Reaktionen, bei denen ein Reakti-

onspartner Elektronen auf einen anderen Reaktionspartner iibertragt.

Nach seinem Reaktionsmechanismus wird Cytochrom P450 der Gruppe der Monooxygenasen
zugeordnet. Monooxygenasen sind Enzyme, die den Einbau eines Sauerstoffatoms aus O, in ihr

Substrat katalysieren.



Dabei katalysiert das Cytochrom-P450-Enzymsystem eine mischfunktionelle Oxidationsreakti-

on, welche der Gleichung

NADPH + H" + O, + RH — NADP" + H,O + ROH
folgt.
Dabei repriasentiert RH das oxidierbare Substrat und ROH den hydroxilierten Metaboliten [4].
Cytochrom P450 kommt ubiquitdr in allen Lebewesen vor. Es ist hauptsédchlich in der Leber lo-
kalisiert, wird aber auch in den meisten Geweben gefunden [5]. Hohe Konzentrationen finden
sich im Gastrointestinaltrakt und in der Lunge. In Séugetieren sind alle Cytochrom- P450-
Enzyme membrangebunden. Die meisten Mitglieder der Enzymfamilie lassen sich im endoplas-

matischen Retikulum nachweisen, einige wenige sind primir in den Mitochondrien lokalisiert

[6].

Die Cytochrom-P450-Superfamilie besteht aus 10 Genfamilien. CYP3A4 ist Mitglied der Sub-
familie 3A, zu der auBlerdem noch CYP3A3 [7], CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7 und CYP3A43
gehdren. Die Gene sind hintereinander auf dem Chromosom 7 angeordnet und entstanden ver-
mutlich durch Genduplikationen [8]. Die Ubereinstimmung der Aminosiurensequenz betrigt
innerhalb der CYP3A-Subfamilie mindestens 85% [7]. Die Unterschiede zwischen CYP3A3 und
CYP3A4 sind so gering, dass sie funktionell vernachlissigt werden koénnen und diese beiden

Isoenzyme nicht mehr unterschieden werden [7].

CYP3A4 ist beim Erwachsenen quantitativ das wichtigste Cytochrom-P450-Enzym [7]. Es
kommt vor allem in der Leber (95%) und im Diinndarm vor [7, 8]. Hier ist es in den prasystemi-
schen (First-Pass-Metabolismus) und systemischen Metabolismus [7, 9] involviert. CYP3A4 ist
an der Verstoffwechslung von anndhernd 50% der klinisch verwendeten Wirkstoffe beteiligt und
hat die grofite Substratbreite aller Cytochrom-P450-Enzyme. Zu den Substraten gehdren neben
Arzneistoffen auch Steroide, Karzinogene, Pestizide und andere Fremdstoffe [10]. Die CYP3A4-
Aktivitit ist individuell unterschiedlich. Ursache hierfiir sind hauptséchlich genetische Varianten

des Enzymes, die zu unterschiedlicher Induzierbarkeit fiihren.



Tabelle 1: Die in dieser Arbeit getesteten Substrate von CYP3A4 und ihr CYP3A4-induzierendes bzw. -

inhibitorisches Potenzial im menschlichen Organismus .

Wirkstoffgruppe Substrate Induktion Inhibition Referenzen
Tuberkulostatika Rifampicin + - [11-13]
Nicht-nukleosidische Reverse- + [9, 14]

Delavirdin
Transkriptase-Inhibitoren + + [9, 13-15]
Efavirenz
+ + [9, 14, 16]
Nevirapin
+ - [17]
Etravirin
Proteaseinhibitoren Ritonavir + + [18, 19]
Indinavir - + [18]
Saquinavir - + [18]
Nelfinavir + + [19]
Amprenavir + + [18,20-24]
Lopinavir - - [25]

1.1.1. Expression und Regulation von CYP3A4 durch Kernrezeptoren

CYP3A4 wird besonders stark in den Hepatozyten und im Gastrointestinaltrakt exprimiert. Die
Induktion von CYP3A4 erfolgt auf der Transkriptionsebene und wird hauptsédchlich durch die
beiden Kernrezeptoren, den Pregnan-X-Rezeptor (PXR) und den konstitutiven
Androstan-Rezeptor (CAR), vermittelt [26, 27]. Eine indirekte Vermittlung durch den Glukokor-
tikoidrezeptor wird ebenfalls diskutiert [28, 29].

Der Pregnan-X-Rezeptor wurde 1998 erstmalig beschrieben. Er ist in der Lage, eine Vielzahl
von Steroiden, Steroidmetaboliten, pharmakologisch wichtigen Wirkstoffen und eine grole An-
zahl von Xenobiotika zu binden [30]. Der Pregnan-X-Rezeptor gehort zur Kernrezeptorfamilie
der Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren, welche Rezeptoren fiir Steroid-, Retinoid- und
Schilddriisenhormone einschliet [31]. Die genomische Struktur des menschlichen PXR-Gens
befindet sich auf dem Chromosomenabschnitt 3q13-21, besteht aus 10 Exons und 9 Introns und
erstreckt sich tiber 30 kb genomischer DNA [32, 33]. Die Expression des Rezeptors erfolgt
iiberwiegend in der Leber und etwas schwicher im Diinndarm [26, 34, 35].

Im Gegensatz zu den meisten anderen Kernrezeptoren, welche spezifisch filir eine Hormongruppe
sind, wird der PXR durch eine Vielzahl strukturell unterschiedlicher Liganden aktiviert [31]. Zu
den Induktoren zéhlen bekannte CYP3-Aktivatoren, wie z. B. Rifampicin [26, 36], und der Pro-
teaseinhibitor Ritonavir [37]. Nach der Aktivierung durch ein Agens bindet der aktivierte Rezep-
tor an den entsprechenden DNA-Ort (siche Abbildung 2) und fiihrt zu einer Induktion der Tran-
skription des betreffenden Gens. Zu den Zielgenen des Rezeptors gehdren die CYP-Familien

6



CYP3A, CYP2B und CYP2C, die Glutathion-S-Transferase, das P-Glycoprotein-kodierende
ABCBI1-Gen und das Multidrug-Resistenz-assoziierte Protein [30].

Die promiskuitive Natur der PXR-Bindung an so viele verschiedene Xenobiotika ldsst vermuten,
dass PXR als ein unspezifischer Xenobiotika-Sensor arbeitet [30]. Es konnte eine erhebliche in-
terindividuelle Variabilitidt der Expression nachgewiesen werden. Die Expression korrelierte mit
der Expression des CYP3A4-Enzyms in der Leber und im Darm. Der Promotorbereich des
CYP3A4-Gens enthélt entsprechende Erkennungssequenzen fiir den PX- und den CA-Rezeptor
[36]. Die Liganden tragen meist ein steroidales Grundgeriist und binden an Rezeptoren im Zyto-
plasma. Nach einer Translokation der Rezeptoren in den Zellkern erfolgt die Bildung von Dime-
ren mit anschlieBender Bindung an die DNA. CYP3A4 wird darauthin transkribiert und das Pro-
tein translatiert.

Die Induktion durch ein systemisch verabreichtes CYP3A4-Substrat bendtigt zum Erreichen des
vollstdndigen Effekts wenige Tage bis 2-3 Wochen. Dabei ist der zeitliche Verlauf unter ande-
rem abhédngig vom induzierenden Agens und dessen Konzentration. Die Hemmung des Enzyms

erfolgt meist posttranskriptionell und tritt, im Gegensatz zur Induktion, sofort auf [9].

PXR mechanism of action

Xenobiotic
% ngdk’t\k
g & o Cytoplasm \
99 \ \
AAAS /
Endogenous sterosds ‘I"/\‘\.R} lu\: 5 /
tarmac cuticals TTAR AT
ey @XRORXD  Nucleus |
.\‘,."\v: V VA 4
NN A _—
WO A \/"_ \\ Endoplasmic P\i&R\R '
Y f(\PX\i [ PXR-RE \ll\l I
i' . A | reticulum
. QRS i
— )
! ."ﬁ,)\’ 1\ /
\ CYP3A4 \ mR\J A s I
3 mRNA ,

Abb. 1: Schematisches Modell der Bindung eines Xenobiotikums und Aktivierung des PX-Rezeptors, die zur
CYP3A4-Induktion fiihrt [30].

Genexpression und enzymatische Aktivitdt von CYP3A4 sind von erheblicher interindividueller

und geschlechtsspezifischer Variabilitét [38, 39]. Die Griinde fiir die interindividuelle Variabili-
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tat sind bisher noch unklar. Als mdgliche Ursache wird eine individuelle Regulation der Genex-
pression durch Induktionsprozesse und genetische Polymorphismen diskutiert [40]. Durch die
hohe intraindividuelle Expressionsvariabilitét und das breite Spektrum an Substraten, Induktoren
und Inhibitoren von CYP3A4 besteht die Gefahr der Entwicklung klinisch relevanter uner-
wiinschter Arzneimittelwechselwirkungen.

Die Verstoffwechslung antiretroviraler Substanzen erfolgt zu einem groflen Teil liber das Enzym
Cytochrom P450 3A4. Damit sind diese Substanzen ein potentieller Ligand des PX-Rezeptors,
was zu einer Induktion der CYP3A4-mRNA-Bildung fiihren kann. Die mit der Induktion von
CYP3A4 einhergehende erhohte Enzymaktivitdt kann zu einem schnelleren Wirkungsverlust
eines Arzneistoffs fithren. Im Extremfall werden wirksame Spiegel nach Gabe der Standarddosis
nicht mehr erreicht. Bezogen auf eine antiretrovirale Therapie kann das bedeuten, dass die Virus-
infektion nicht unter Kontrolle gehalten werden kann und sich evtl. Resistenzen ausbilden. Das
Wissen um die induktiven Eigenschaften der einzelnen Wirkstoffe in Bezug auf CYP3A4 ist

deshalb fiir die antiretrovirale Therapie von grofler Bedeutung.

Tabelle 2: Bekannte Induktoren der CYP-Enzyme und deren Aktivierungsweg am Beispiel der in dieser Arbeit un-

tersuchten Wirkstoffe.

Enzym Induktor Involvierter Rezeptor Referenzen
CYP1A2 Ritonavir/ Lopinavir PXR [41]
CYP2B2 Rifampicin PXR [42]
CYP2B6 Rifampicin PXR [43]

Ritonavir PXR [43]
CYP2CS8 Rifampicin CAR/PXR [44]
CYP2C9 Rifampicin CAR/PXR [41, 44]
Ritonavir PXR [41]
Lopinavir PXR [41]
CYP2C19 Rifampicin CAR/PXR [44]
Ritonavir PXR [41]
Lopinavir PXR [41]
CYP3A4 Amprenavir PXR [45]
Efavirenz PXR [46]
Indinavir CAR [47]
Lopinavir PXR [48]
Ritonavir PXR [41]
Saquinavir PXR [45,49]




1.2. Antiretrovirale Wirkstoffe

Antiretrovirale Wirkstoffe zdhlen zu den Virostatika und sind gegen Retroviren (Reverse Tran-
skriptase Onkoviren) wirksam. Zu der Gruppe der humanpathogenen Retroviren gehort neben
dem humanen T-lymphotropen Virus (HTLV) auch das humane Immundefizienz-Virus (HIV).
Das HI-Virus ist Erreger des erworbenen Immundefiziensyndroms (AIDS), wahrend HTLV Er-
reger der adulten T-Zell-Leukdmie [50] ist. Die Erbinformation der Retroviren liegt in Form ei-
ner einstrangigen Ribonukleinsdure (RNA) vor. Eine Besonderheit der Retroviren ist die Reverse
Transkriptase, ein Enzym, mit dessen Hilfe aus der Virus-RNA bei Infektion der Wirtszelle eine
DNA-Kopie erstellt und anschliefend in das Wirtsgenom eingebaut werden kann.

Antiretrovirale Wirkstoffe hemmen die Entwicklung des Retrovirus in verschiedenen Phasen
seiner Replikation. Sie werden tiberwiegend in der Therapie der HIV-Infektion eingesetzt. Zur-
zeit sind in Europa 23 antiretrovirale Wirkstoffe zur HIV-Therapie zugelassen (Stand 2014) [14,
51]. Die Reverse Transkriptase ist dabei ein attraktives Ziel in der Entwicklung antiretroviraler
Wirkstoffe, da der Mensch kein entsprechendes Enzym hat [52]. Nach der Phase, in der sie in
den Infektionszyklus eingreifen, unterscheidet man Reverse-Transkriptase-Inhibitoren, Proteas-
einhibitoren (PI), Fusionsinhibitoren, CCR5-Korezeptor-Antagonisten und Integraseinhibitoren.
Die Gruppe der Reverse-Transkriptase-Inhibitoren wird nochmals in nukleosidanalo-
ge/nukleotidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) und nicht-nukleosidische Rever-

se-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI) unterteilt (s. Tabelle 3) [14, 53, 54].

Entry inhibitors?

Abb. 2: Potentielle Ansatzpunkte der antiretroviralen Therapie am Beispiel des Lebenszyklus des humanen Immun-

defizienzvirus (HIV-1)[55].

Im Folgenden wird ausfiihrlicher auf die in dieser Arbeit verwendeten Substanzklassen einge-

gangen.



Tabelle 3: International zugelassene Wirkstoffe gegen HIV mit EU-Zulassung (Stand 2014}

Wirkstoff Abkiirzung Zulassung durch die FDA
Nukleosidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Abacavir ABC 1998

Didanosin ddl 1991

Emtricitabin FTC 2003

Lamivudin 3TC 1995

Stavudin D4T 1994

Zidovudin ZDV, AZT 1987

Nukleotidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Tenofovir TDF 2001
Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Efavirenz EFV 1998

Etravirin ETV 2008

Nevirapin NVP 1996

Rilpivirin RPV 2011
Proteaseinhibitoren

Atazanavir ATV 2003

Darunavir DRV 2006

Fosamprenavir FAPV 2003

Indinavir IDV 1996

Lopinavir/Ritonavir LPV/r 2000

Nelfinavir NFV 1997

Ritonavir RTV 1996

Saquinavir sQv 1995

Tipranavir TPV 2005
Fusionsinhibitoren

Enfuvirtid T-20 2003

CCRb5-Korezeptor-Antagonisten

Maraviroc MVC 2007
Integraseinhibitoren

Raltegravir RGV 2007
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1.2.1. Nukleosid-/Nukleotidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Die ersten Wirkstoffe, die in der Therapie der HIV-Infektion angewendet wurden, waren NRTIs.
1987 wurde Zidovudin als erster Vertreter dieser Klasse von der Food and Drug Administration
(FDA) zugelassen [14]. NRTIs haben die Reverse Transkriptase des Retrovirus zum Ziel und
wirken als ,,Kettenabbrecher bei der viralen DNA-Replikation [14]. Als Pro-Drugs bendtigen
sie eine intrazelluldre Phosphorylierung zum aktiven Didesoxynukleosidtriphosphat. Dieser akti-
ve Metabolit konkurriert mit Desoxynukleosidtriphosphat, dem natiirlichen Substrat der Rever-
sen Transkriptase, um den Einbau in die neu zu synthetisierende pro-virale DNA [9]. NRTIs &h-
neln in ihrer Struktur den natiirlich vorkommenden Desoxyribonucleosiden. Da ihnen jedoch
eine 3 -Hydroxylgruppe fehlt, verhindern sie eine Amplifikation der DNA und es kommt zum
Abbruch der Virus-Replikation [9, 53]. Die acht aktuell in der antiretroviralen Therapie einge-
setzten NRTIs sind Abacavir, Didanosin, Emtricitabin, Lamivudin, Stavudin, Tenofovir, Zalci-

tabin und Zidovudin.
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Abb. 3: Struktur der verwendeten nukleosid-/nukleotidanalogen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren: 1. Zidovudin,

2. Stavudin, 3. Zalcitabin, 4. Lamivudin, 5. Emtricitabine, 6. Didanosin, 7. Abacavir, 8. Tenofovir [52]
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1.2.2. Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Die in dieser Arbeit verwendeten nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren sind
die Wirkstoffe Efavirenz, Nevirapin und Delavirdin. Sie sind nicht-nukleosidische-Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren der ersten Generation. Neuere Vertreter dieser Substanzklasse sind die

Wirkstoffe Rilpivirin und Etravirin [46].

Ansatzpunkt des Wirkmechanismus der NNRTIs ist die die Reverse-Transkriptase. Dabei sind
NNRTIs Verbindungen mit unterschiedlichen aromatischen Strukturen, die nicht-kompetitiv die
virale Reverse Transkriptase des HI-Virus hemmen [14]. Dies erfolgt iiber eine Bindung der
Substanz an die hydrophobe Tasche (die nicht-nukleosidische-Inhibitor-Bindungstasche) der
Reversen Transkriptase, die mit dem katalytischen Zentrum des Enzyms assoziiert ist [56]. Von
den fiinf Wirkstoffen dieser Stoffklasse (Efavirenz, Nevirapin, Delavirdin, Etravirine, Rilpivirin)
findet Efavirenz die grofite Anwendung. NNRTIs unterliegen einer Metabolisierung in der Leber
und werden alle liber das Cytochrom-P450-Enzymsystem verstoffwechselt [9, 14]. Sie konnen
CYP3A4 induzieren (Nevirapin) bzw. hemmen (Delavirdin), ggf. auch beides (Efavirenz) [9, 14,
15].

Abb. 4.: Struktur der in dieser Arbeit verwendeten nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren,

a: Nevirapine, b: Delavirdine, c: Efavirenz
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1.2.3. Proteaseinhibitoren

Die Substanzklasse der Proteaseinhibitoren wurde Ende 1995 eingefiihrt. Damit war die Voraus-
setzung fiir die ,,Hochaktive antiretrovirale Therapie® (HAART) geschaffen [14]. Zurzeit (Stand
2013) sind acht Wirkstoffe (Atazanavir, Fosamprenavir, Indinavir, Lopinavir, Nelfinavir, Ri-

tonavir, Saquinavir, Tipranavir) zugelassen.

Die Wirkung der Proteaseinhibitoren wird durch die Hemmung der viralen Protease vermittelt
und unterscheidet sich somit von den anderen bereits beschriebenen Stoffklassen. Die Protease

A AG-POL -
GAG und Pr SA9POLin funk-

ist fir die posttranskriptionelle Spaltung der Polyproteinprodukte Pr
tionale Core-Proteine und Enzyme, z.B. Reverse Transkriptase, Integrase und Protease, verant-
wortlich [56]. Sie ist somit ein Schliisselenzym in der Synthese von Strukturproteinen und Rep-
likationsenzymen [9]. Proteaseinhibitoren hemmen kompetitiv die Substratbindung am aktiven
Zentrum des Enzyms, wodurch die proteolytische Spaltung der Polyproteine in die funktionellen
Endprodukte verhindert wird. Hieraus resultiert die Produktion von unreifen, nichtinfektiosen
Viruspartikeln [56]. Dieser Vorgang lduft wihrend oder kurz nach dem Ausknospen des Virus an
der Zellmembran ab. Aufgrund ihres Wirkmechanismus konnen Proteaseinhibitoren im Ver-
gleich zu den anderen Substanzklassen den viralen Replikationszyklus auch in bereits infizierten

Zellen hemmen. Die Affinitét zu viralen Proteasen ist hoher als zu humanen Enzymen, was eine

hohe Selektivitit gewdéhrleistet.

Alle Proteaseinhibitoren werden durch das Cytochrom-P450-System verstoffwechselt und inhi-
bieren es [14, 57]. Am stirksten hemmt Ritonavir die Aktivitdt von CYP3A4 [53]. Die starke
inhibitorische Potenz von Ritonavir macht man sich beim sogenannten Boostern zunutze, indem
man niedrig dosiertes Ritonavir mit einem zweiten Proteaseinhibitor kombiniert. Durch Hem-
mung von CYP3A4 wird der Abbau des Wirkstoffs verlangsamt und dessen Tagesdosis kann
reduziert werden [14, 53]. Das Préparat Kaletra® enthilt die Wirkstoffe Lopinavir mit Ritonavir

in fixer Kombination und setzt damit dieses Prinzip um [58].
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1.2.4. Neue antiretrovirale Wirkstoffe

Nach Beginn der experimentellen Arbeit wurden weitere Wirkstoffklassen in die HIV-Therapie
eingefiihrt, die hier der Vollstandigkeit halber kurz erwéhnt seien. Es handelt sich um Fusionsin-
hibitoren, CCR5-Korezeptor-Antagonisten und Integrase-Inhibitoren. Fusionsinhibitoren verhin-
dern die Fusion des HI-Virus mit den CD4+-Zellen [14]. Als erster Vertreter dieser Klasse wurde
Enfuviritid im Mirz 2003 zugelassen [14]. CCR5-Korezeptor-Antagonisten blockieren einen
Korezeptor der Wirtszelle, den HI-Viren zum Eindringen in die Zelle bendtigen (75). Im August
2007 wurde der erste Vertreter (Maraviroc) dieser Substanzklasse von der FDA zugelassen [59].
[60]. Die Integrase-Inhibitoren hemmen ein anderes Schliisselenzym bei der Replikation von
HIV. Integrase ist ein retrovirales Enzym, das den Einbau des viralen DNA-Stranges in die
Wirts-DNA katalysiert [61]. Es lésst sich nicht in humanen Zellen nachweisen [62]. Eine Hem-
mung des Enzyms fiihrt zu einer Unterbrechung des Replikationszyklus des Virus. Raltegravir ist

der erste zugelassene Vertreter dieser Substanzklasse.

Tabelle 4: Pharmakokinetik und Dosierung der in dieser Arbeit getesteten Wirkstoffe [63]

Wirkstoff Plasmaha'lb- Bioverfliig- Verteilungsvolu- Plasr.naeiweiﬁ- Dosierung fiir
wertszeit barkeit el ke bindung KG ~60kg
(h) (%) (%) (mg/d)
Nukleosid-/Nukleotidanaloge Reverse -Transkriptase-Inhibitoren
Abacavir 0,8-1,5 >70 0,86 +0,15 ~50 600
Didanosin 0,5 30-40 1,08 +£ 0,22 <5 400
Lamivudin 5-7 80 1,3 36 300
Stavudin 0,8-1,5 90 0,6 <5 80
Zalcitabin' 2 90 0,3-0,7 <4 2,25
Zidovudin 1,1 60 1,6 +0,6 30-38 500
Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Delavirdin® 2-11 85 0,8-1 98 2100
Efavirenz 40-50 50 n.b. >99 600
Nevirapin 45 93 1,21 +£0,09 60 400
Proteaseinhibitoren

Amprenavir’ 10 90 8,2 90 2400
Indinavir 1,8 60-65 1,74 60 2400
Lopinavir 5-6 n.b. n.b. 98-99 1600
Nelfinavir 3,5-5 70-80 2-7 98-99 2500
Ritonavir 3 65-75 0,4 98-99 1200
Saquinavir 7-12 4 10 98-99 2000

n.b. = nicht bekannt, ' Vertrieb wurde 2006 eingestellt, > In Europa ist der Wirkstoff derzeit noch nicht zugelassen,

72008 eingestellt, durch Fosamprenavir ersetzt
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1.3. Antiretrovirale Wirkstoffe und Cytochrom P450 3A4

Grundlage der aktuellen Therapieempfehlungen zur Behandlung der HIV-Erkrankung ist die
,JHochaktive antiretrovirale Therapie®“ (HAART). Das Prinzip der HAART beruht auf der Kom-
bination mehrerer antiretroviral wirkender Substanzen. Bei der Mehrzahl der heute gédngigen
Therapieregime nimmt der Patient mindestens drei, hdufig auch mehr Wirkstoffe ein. Nicht sel-
ten leiden Patienten mit HIV gleichzeitig auch unter Tuberkulose oder unter einer Infektion mit
Hepatitisviren, die eine zusitzliche Medikamentengabe erforderlich machen. Mit jedem Wirk-
stoff, der in einem Therapieregime hinzugefiigt wird, vergroBert sich die Wahrscheinlichkeit ei-
ner Arzneimittelinteraktion. Die Gefahr ist umso grofer, wenn die Wirkstoffe {iber gemeinsame
Stoffwechselwege abgebaut werden.

NNRTIs und PIs nutzen mit der Verstoffwechselung iiber CYP3A4 das fiir den Arzneimittel-
stoffwechsel quantitativ wichtigste Enzym. Damit erdffnet sich die Moglichkeit, dass sich die
Wirkstoffe gegenseitig vom aktiven Zentrum verdréngen, was iiber liberhohte Plasmaspiegel zu
toxischen Effekt fiihren kann. Ein Beispiel hierfiir ist die Erhohung des Myopathierisikos bei der

Kombination von Proteaseinhibitoren mit Statinen.

Ein weiterer wichtiger Mechanismus, der zu Arzneimittelinteraktionen fithren kann, ist die En-
zyminduktion. Die mit der Induktion einhergehende erhohte Enzymaktivitit kann zu einem
schnelleren Wirkungsverlust des Arzneimittels fiihren. Im Extremfall werden wirksame Spiegel
nach Gabe der Standarddosis nicht mehr erreicht. Bezogen auf die HIV-Therapie kann das be-
deuten, dass die HIV-Infektion nicht unter Kontrolle gebracht werden kann und sich evtl. Resis-
tenzen bilden. Die Untersuchung der Induzierbarkeit der CYP3A4-Expression ist deshalb fiir die

antiretrovirale Therapie von immenser Bedeutung.
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Tab. 5: Pharmakokinetik der in dieser Arbeit getesteten Wirkstoffe und deren Metabolisierungsweg.

n.b.: nicht bekannt

Wirkstoff Beteiligte Enzyme Hauptstoffwechselweg
Nukleosid-/Nukleotidanaloge Reverse -Transkriptase-Inhibitoren
Alkoholdehydrogenase,
Abacavir Alkoholdehydrogenase, UDP-Glukuronyltransferase
UDP-Glukuronyltransferase
Didanosin Xanithin-Oxidase Xanithin-Oxidase
Lamivudin Sulfoxidase Sulfoxidase
Stavudin n.b. n.b.
CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4, CYP3A43, CYP3AS, n.b.
Zalcitabin
CYP3A7, Deoxycytidinkinase
Thymidinkinase, UDP-
Zidovudin CYP2A6, CYP2CS, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, Glucuronosyltransferase
2B7
Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
CYP 1A2, CYP 2C8, CYP 2C9, CYP 2C19, CYP 2D6 [64], CYP3A4
Delavirdin
CYP3A4 [64], CYP3AS5, CYP3AT,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2B6, CYP3A4, CYP1A2, CYP450
Efavirenz
CYP2D6, GST
CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4
Nevirapin
CYP3A4, CYP3AS
Proteaseinhibitoren
CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
Amprenavir
CYP3A4, CYP3AS
CYP3A4, CYP3A7, CYP3AS, CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4
Indinavir
CYP2D6
CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19, CYP1A2, CYP2B6, CYP3A
Lopinavir
CYP2C9
Nelfinavir CYP3A4, CYP2C19, CYP2D6, CYP2C9 CYP3A, CYP2C19
CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A, CYP2D6
Ritonavir
CYP2D6, CYP2EL, CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7
CYP2CS, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, CYP3A4
Sapuinavir CYP3AS5, CYP3A7, Cholesterol side-chain cleavage enzy-

me (mitochondrial)
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I1. Aufgabenstellung

Die verfiligbaren antiretroviralen Wirkstoffe zur Behandlung der HIV-Infektion reduzieren er-
folgreich die Viruslast, sind aber aufgrund ihrer Metabolisierungswege mit einem hohen Potenti-
al an Arzneimittelinteraktionen belastet. Die HAART-Therapie kombiniert mehrere Wirkstoffe
mit einem hohen Wechselwirkungspotential. Durch die hdufigen Sekundérerkrankungen der Pa-
tienten werden zusitzlich Medikationen benétigen, die mit der HAART-bedingten Regulation
der metabolisierenden Enzyme eventuell interagieren konnen. Ziel dieser Arbeit ist es, die Wir-
kung einzelnen antiretroviralen Wirkstoffe auf die Expression des Schliisselenzym CYP3A4 in

Zellen unterschiedlicher Provenienz zu bestimmen.

Das primére Ziel der vorliegenden Arbeit liegt darin,
a) In-Vitro nachzuweisen das antiretroviralen Wirkstoffen die Bildung der
CYP3A4-mRNA in Zellkulturen induzieren konnen,
b) das Induktionspotential der getesteten antiretroviralen Wirkstoffe auf die
CYP3A4-mRNA mit dem des bekannten Induktor Rifampicin zu vergleichen,
c) die CYP3A4-Expression in verschiedenen Zellkulturen, anhand der mRNA Be-

stimmung, zu untersuchen.
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IT1. Material und Methoden

3.1. Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und Wirkstoffe sind in den folgenden Tabellen

aufgefiihrt.

Tab. 6: Getestete Wirkstoffe/Medikamente und deren Hersteller Tabelle wurde vereinfacht

Substanz

Hersteller

Abacavir, Amprenavir, Zidovudin

Glaxo Wellcome

Didanosin, Stavudin

Bristol, Myers Squibb

Saquinavir, Zalcitabin

Roche

Efavirenz DuPont Pharmaceuticals
Nevirapin Boehringer Ingelheim
Delavirdin Pharmacia & Upjohn
Indinavir Merck

Kaletra® (Lopinavir, Ritonavir), Ritonavir Abbot Laboratories

Nelfinavir

Agouron Pharmaceuticals

Rifampicin

Fatol

Tab. 7: Verwendete Zelllinien und deren Ursprung. Alle Zellen wurden iiber die Deutsche Sammlung von Mikroor-

ganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig bezogen.

Zelllinie Gewebe Morphologie Ursprung
Caco-2 Kolorektales Karzinom, Darm Epithelial 1974, Kaukasier
Colo320 Kolorektales Adenokarzinom, Darm Epithelial 1977, 5 Sjé?il:zrger Kauka-
HeLa Adenokarzinom, Zervix Epithelial 1951, 31jéhrige Afro-
Amerikanerin
HepG2 Hepatozelluldres Karzinom, Leber Epithelial 1975, 151'5212:;%“ Kauka-
Tabelle 8: Verwendete Enzyme
Enzym Hersteller
M-MuMLYV Reverse Transkriptase Invitrogen
Platinum Taq DNA Polymerase Invitrogen
Taq-DNA Polymerase Invitrogen
Tabelle 9: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide
Primer Position Sequenz Genbank
dT(15) S-TTTTTTTTTTTTTTT
CYP3FLU 1404 5-AgTTTCAtgTTCAcgAgAgCAAACCTC Flurescein X12387
CYP3LCR 1380 5’-LC Red640-TgCCAATgCAgTTTCTgggTCCA PH X12387
CYP3A4F 1375 5-CCTTACATATACACACCCTTTGGAAG X12387
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CYP3A4R 1522 5'-GGTTGAAGAAGTCCTCCTAAGCT X12387
Tabelle 10: Verwendete Puffer
Puffer Zusammensetzung Hersteller
TBE 100 mM Tris HCL, 100 mM Bor- S.u.
sdure, 2 mM EDTA; pH 8,3 mit
NaOH eingestellt
310 Gentic Analyzer Puffer Enthélt EDTA Applied Biosystems
PBS Dulbecco's Phosphatpuffer Invitrogen
Tabelle 11: Verwendete Chemikalien
Substanz Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Qualex Gold Agarose Hybaid
Trizol Reagenz,RNase AWAY Invitrogen

NuSieve-Agarosepulver

Biozym Diagnostik

GelStar-Nukleinsaure Farbstoff

Biozym Diagnostik

Trypsin/EDTA Biochrom
Dulbecco’s Modifiziertes Medium mit D-Glutamin (DMEM) Biochrom
RPMI 1640 Zellkulturmedium, fotales Rinderserum Biochrom
Penicillin/Streptomycin Biochrom
Trypsin/EDTA-L6sung (0,5%/ 0,2%) Biochrom
Glykogen, RNase-frei Roche

100 bp und 1kb DNA-Marker

MBI Fermentas

dNTP-Na-Salz-Losung

Rapidozym

Tabelle 12: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

SNAP™ Total RNA Extraction Kit

Invitrogen
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Tabelle 13: Verwendete Gerite

Artikel Hersteller
Biophotometer Eppendorf
Elektophoresekammern BioRad und Pharmacia
Elektophoresenetzgerét Renner
LightCycler™ Roche
Megafuge 1,0R Heraeus
Mikroskope Leitz
Mikrowellengerét Siemens
Sterilwerkbank Laminar Heraeus
Brutschrank Heraeus
Thermocycler PE9700 Applied Biosystems
Tischzentrifuge-5415C Eppendorf
Tab. 14: Computerprogramme
Programm Anbieter
310 Data Collection Software Applied Biosystems
LightCycler Analysis Software Roche
LightCycler Run Software 3.1 Roche
SPSS fiir Windows 14.0 SPSS
Tab. 15: Datenbanken
Datenbanken Anbieter

Antiretrovirale Mittel und Interaktionen

http://www.hiv-druginteractions.org

CYP3A4-Allele

http://www.imm.ki.se/CY Palleles/CYP3A4.htm

Tab.16: Sonstiges Zubehor

Artikel

Hersteller

Kapillaren fiir ABI310, 47 cm x 50 pmol

Applied Biosystems

Sterile, gefilterte Pipettenspitzen

Biozym und Greiner

Kapillaren fiir LightCycler

Roche

UV-Kiivetten

Eppendorf

Vacutainer® cpt System

Becton Dickinson, Heidelberg

Kulturflaschen BD Falcon
Zellkulturplatten BD Falcon
Einfrierréhrchen 1,8 ml Greiner

Verbrauchsmaterialien (Eppendorfgefdfie, PCR-
Platten, Pipettenspitzen)
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3.2.Methoden
3.2.1. Zellkultur

Fiir die Versuchsreihe wurden die Zelllinien HeLa, HepG2, Caco-2 und Colo320 verwendet. Sie
sind alle onkologischen Ursprungs. Die Zelllinie HeLa entstammt einem Adenokarzinom der Zer-
vix und entspricht in der Zellmorphologie dem Epithel der Cervix uteri. Caco-2- und Colo-Zellen
wurden aus Zellen eines kolorektalen Karzinoms gewonnen und tragen zelluldre Charakteristika
des Darmepithels. Die Zellkultur HepG2 besteht aus Zellen eines hepatozelluliren Karzinoms und
entspricht morphologisch wie funktionell weitgehend humanen Hepatozyten.

Die verwendeten Zellen wurden in fliissigem Stickstoff bei etwa -170°C gelagert. Fiir die Ver-
suchsreihen wurden sie unter einer Sicherheitswerkbank aufgetaut und auf Kulturgefd3e mit einem
Fassungsvermdgen von 260 ml verteilt. Hierfiir wurden etwa 1x10” Zellen in 15 ml Medium auf-
genommen und in eine Kulturflasche gegeben. Dem Medium wurden fotales Kélberserum und die
Antibiotika Penicillin und Streptomycin zugesetzt. Alle bei der Zellkultivierung bendtigten Medi-
en wurden vor Gebrauch auf 37°C erwidrmt. Fiir die einzelnen Zelllinien wurden optimierte
Wachstumsmedien verwendet. Zellen der Linien HepG2 und Colo320 erhielten als Medium RPMI
1640, Zellen der Linien HelLa und Caco-2 das Medium DME. Nach Aussaat in Zellkulturflaschen
erfolgte die Kultivierung der Zellen im Brutschrank bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5%. Ei-
ne Subkultivierung der Zellen erfolgte nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz. Hierfiir wur-
den die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Trypsin/EDTA-L&sung iiber
einen Zeitraum von 7 min inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden in einer Dichte von jeweils 1 x

107 Zellen/Flasche auf neue KulturgefiBe verteilt.

3.2.2. Testsubstanzen

Es wurden insgesamt 15 antiretrovirale Substanzen getestet, die zur Therapie der HIV-
Erkrankung zugelassen sind. Als Referenzsubstanz fiir die Wirkung auf die CYP3A4-mRNA-
Bildung wurde der bekannte CYP3A4-Induktor Rifampicin [13] eingesetzt. Die verwendeten
Wirkstoffe und deren Konzentrationen im Kulturmedium sind in Tabelle 17 angegeben. Die
Wirkstoffe wurden als Reinsubstanz verwendet, mit Ausnahme von Kaletra® und Efavirenz.
Diese standen in Form von Weichkapseln zur Verfiigung, die die Wirkstoffe in einer galenischen
Zubereitung enthielten. Die Wirkstoffe wurden in Methanol geldst.

Jeder Wirkstoff wurde in vier verschiedenen Konzentrationen getestet. Um die Wirkstoffeffekte
besser miteinander vergleichen zu konnen, wurden die fiir den Menschen zum Zeitpunkt der
Versuche empfohlene Tagesdosen als Orientierung genommen. Zur Berechnung der Konzentra-

tionen wurde hypothetisch die Verteilung der Wirkstoffe ausschlieflich im Extrazelluldrem
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Raum des Menschen angenommen. Der Anteil der extrazelluldren Fliissigkeit im Menschen

wurde auf 20 Litern festgelegt.

3.2.3. Inkubation der Zellen mit den Testlosungen

Die Testlosungen wurden in Verdiinnungsreihen mit Methanol angesetzt. Die Inkubationsversu-
che erfolgten auf Zellkulturplatten mit 6 Kavitdten. Je 100 pl der Testldsung wurden auf die Ka-
vitdten verteilt und ca. 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, bis das Losungsmittel vollstindig
verdampft war. In der Zwischenzeit wurden die Zellen aus den vorbereiteten Zellkulturflaschen
geerntet, in 2,5 ml PBS pro Zellkulturflasche aufgenommen und vereint. Im Anschluss wurden je
0,5 ml dieser Losung entnommen und auf die zu testenden Substanzen verteilt. In einem letzten
Schritt wurden auf das Substanz-Zell-Gemisch pro Kavitit 2 ml Medium gegeben. Jede Kavitit
enthielt etwa eine Million Zellen. Die Zellen wurden 20 Stunden im Brutschrank bei 37°C inku-
biert. Nach einer Stunde wurden die Platten nochmals geschwenkt, um die vollstindige Vertei-
lung der Testsubstanz im Medium zu erreichen. Wihrend der Versuche wurde jeweils ein Kon-
trollansatz aus Medium und Testldsung mitgefiihrt und die vollstindige Losung der Substanzen
im Versuchsansatz photometrisch gepriift. Bei den Inkubationsversuchen tiber 40 und 72 Stun-
den wurden die Substanzen auf separaten Platten in den entsprechenden Konzentrationen vorbe-
reitet, mit Medium gemischt und auf die zuvor mit PBS gewaschenen adhirenten Zellen gege-

ben.
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Tabelle 17: Konzentrationen der Testsubstanzen im Kulturmedium

Substanz Getesteter Konzentrationsbereich Uberschligige In-vivo-Konzentration
[pmol/l] (bei Gabe der Tagesdosis )
[pmol/l]
Positivkontrolle
Rifampicin 19,4-194 4 36,5
Nukleosid-/Nukleotidanaloge Reverse -Transkriptase-Inhibitoren
Abacavir 23,9-238,5 47,7
Didanosin 21,2-211,7 42,3
Lamivudin 21,8-218,1 32,7
Stavudin 8,9-89,2 17,8
Zalcitabin 0,25-4,7 0,3
Zidovudin 59,9-598,7 93,6
Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Delavirdin 57,9-579 108,6
Efavirenz 10,2-19,1 19,1
Nevirapin 60,2-601,5 75,2
Proteinaseinhibitoren
Amprenavir 63,3-632,9 237,3
Indinavir 52,1-521,3 195,5
Kaletra® 6,4-25.4 63,6
Nelfinavir 48,2-428 169,5
Ritonavir 44,4-443 8 83,2
Saquinavir 11,9-268,3 268,3
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3.2.4. Laktatdehydrogenase (LDH)-Test

Mit dem Laktatdehydrogenase-Test wurde das zytotoxische Potential der Versuchssubstanzen
gepriift. Das Verfahren basiert auf der Bestimmung der Enzymaktivitit der Laktat-
dehydrogenase (LDH). LDH wird aus zerstorten oder beschéddigten Zellen freigesetzt und kann
im Uberstand enzymatisch nachgewiesen werden. Beim LDH-Test reduziert das bei der Umset-
zung von Laktat zu Pyruvat entstandene NADH + H' ein gelbes Tetrazolium-Salz zu einem ro-
ten Formazan-Salz, dessen Konzentration im Photometer bei einer Wellenldnge von 490 nm (Re-
ferenzwellenldnge 690 nm) gemessen wird. Die Formazansalzkonzentration korreliert mit der

Menge an freigesetzter LDH und ist daher direkt proportional zur Anzahl geschédigter Zellen.

In einem ersten Schritt wurden die Zellen in Mikrotiterplatten ausgesét. Die Inkubation erfolgte
in DMEM mit 1% Kailberserum, um den hohen LDH-Hintergrund des Serums zu minimieren. Je
50 ul der zellfreien Uberstéinde wurden in eine neue Mikrotiterplatte iiberfiihrt, mit 50 pl Reakti-
onsgemisch versetzt und lichtgeschiitzt {iber 30 min inkubiert. Die Farbentwicklung wurde durch
Zugabe von 10 pl HCI IN pro Kavitét gestoppt und gemessen. Als Positivkontrolle dienten Zell-
Ansitze, die unter Zugabe des Detergens Triton-X-100 (1%, in Zellkulturmedium verdiinnt)
vollstdndig lysiert wurden und deren Substratumsetzung daher als maximal (100%, Positivkon-
trolle) eingestuft wurde. Als Negativkontrolle dienten Ansétze, die nur reines Zellkulturmedium

enthielten und deshalb eine minimale (0%) LDH-Enzymaktivitit im Uberstand besaBen.

3.2.5. Extraktion zelluliirer RNA aus Zellkulturen

Nach erfolgter Inkubation wurde die gesamte RNA aus den Zellen in einem Festphasenverfahren
mittels eines kommerziell erhiltlichen Kits (SNAP™, Invitrogen) isoliert. Um eine Verunreini-
gung der Proben zu vermeiden, wurde die Arbeitsfliche vor der Isolierung mit RNase AWAY
gereinigt und fiir alle verwendeten Losungen RNase-freies Wasser benutzt. Zuerst wurden die
Zellen in den Multiwellplatten mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die zelluldren Be-
standteile mittels eines im Kit enthaltenen Lysepuffers, der gleichzeitig die RNasen inaktiviert,
zerstort. Das so entstandene Zelllysat wurde in mit Filtern versehene Eppendorf-Gefialie {iber-
fithrt und zentrifugiert. RNA und DNA wurden dabei im Filter gebunden und so von den anderen
Bestandteilen getrennt. Durch Zugeben einer Waschlosung konnten in einem weiteren Schritt die
im Filter zuriickgehaltenen Proteine und zelluldre Reste herausgewaschen werden. Im Anschluss
wurde das zuriickbleibende genetische Material aus dem Filter gelost. In einem weiteren Schritt
wurde den Proben das Enzym DNase zugegeben, welches die in den Proben vorhandene DNA

unspezifisch spaltet und somit zerstort. Im Anschluss wurde die DNase ausgewaschen. Zuriick
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blieb die RNA der Zellen, welche in RNase-freiem Wasser gelost wurde. Zur photometrischen
Bestimmung am Biophotometer (Eppendorf) wurden 50 pul RNA-Ldsung entnommen und in der
Kiivette gegen RNase-freies Wasser als Leerwert gemessen. Die Konzentration der gewonnenen
RNA wurde dann iiber die optische Dichte (RNA=A260 x 40 (ng/ul)) berechnet. Alle Proben
wurden auf eine Konzentration von 25 ng/pl eingestellt und bis zur Weiterverarbeitung bei -

80°C gelagert.

3.2.6. Reverse-Transkriptase-Echtzeit-PCR

Fiir die Reverse-Transkriptase-Echtzeit-PCR wurde die extrahierte RNA mit Hilfe des Enzymes
Reverse Transkriptase (M.Mlv.Rev.Tran.) in cDNA (complementary DNA) konvertiert. An-
schlieBend erfolgte die exponentielle Amplifikation mittels PCR und einer EDV-unterstiitzten
Auswertung im Echtzeitverfahren. Im Schritt der reversen Transkription erfolgte die Translation
der isolierten mRNA in ¢cDNA mit Hilfe einer RNA-abhidngigen DNA-Polymerase und eines
Sequenz-spezifischen Primers (dT;s, siche Tabelle 9). Hierfiir wurde die isolierte RNA zu dem in
Tabelle 18 beschriebenen Reaktionsgemisch gegeben. Die reverse Transkription wurde dann in

einer herkdmmlichen PCR-Maschine durchgefiihrt.

Tabelle 18: Ansatz fiir die reverse Transkription (Primersequenz siche Tabelle 8)

Reagenzien Menge [ul/Probe]
S5xPuffer 4,0
DTT [0,1 mol] 2,0
dNTP [10 mmol] 1,0
Primer oligo dt (15) [10 pmolol] 2,0
BSA [1pg/ul] 0,5
Rnas?2 Inhibitor [40 U/ul] 0,2
M-Mlv Rev. Trans. [200 U/ul) 0,6
Wasser 5,7
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Die Ansitze wurden 10 min bei 26°C, 60 min bei 42°C, 2 min bei 95°C inkubiert, im Anschluss
erfolgte eine Kiihlung auf 4°C. Die so gewonnene cDNA wurde als Template im Real-Time-
PCR-Assay eingesetzt. Die Quantifizierung der CYP3A4-mRNA erfolgte mittels Real-Time-
PCR am LightCycler (Roche). Dieses Verfahren ermdéglicht eine simultane Messung des
PCR-Produktes wahrend der Amplifizierung.durch Messung von laserinduzierten Fluores-
zenzsignalen. Dabei wird die gewonnene cDNA in einen Reaktionsansatz (siehe Tab.17) gege-
ben, der neben den spezifischen Primern (3A4-2, 3A7-71) auch zwei sequenzspezifische Fluores-
zenz-Resonanz-Energie-Transfer-(FRET) Hybridisierungssonden (CYP3AFlu, CYP3ALCR)
enthdlt. Hierbei handelt es sich um zwei Oligonukleotide, die sich streng komplementir zur ge-
wiinschten Matrize in 3'Richtung anlagern. Diese Sonden sind mit zwei verschiedenen fluores-
zierenden Farbstoffen markiert, die erste am 3 Ende mit Fluoreszein (F1, 530 nm), die zweite am
5'Ende mit dem Farbstoff LightCycler-Red 640 (LC Red 640). Wéhrend der PCR lagern sich
beide Sonden benachbart zueinander an die entstehende amplifizierte cDNA an. Liegen die Son-
den nahe beieinander, findet ein Energietransfer statt, der als Fluoreszenz messbar ist (FRET).

Auf einem Monitor wird der Verlauf der PCR anhand der gemessenen Konzentrationen gra-

phisch dargestellt.
Tabelle 19: Reaktionsansatz der RT-PCR (Primersequenz siehe Tabelle 8)
Reagenzien Menge [ul/Probe]

10xPuffer 0,7
MgCl , [50 mmol] 0,9
dNTPs [2 mmol] 0,7
DMSO [100%] 0,7
BSA [1pg/ul] 0,6
Primer [10 pumolol] 0,5
Sonden [10 pmolol] 0,25
Platinum Taq [5 U/ul] 0,33
H,0 1,57

Die Ansitze wurden wie folgt inkubiert: 40 s bei 95°C, anschlieend 45 Zyklen iiber 0 s bei
95°C sowie je 10 s bei 55°C und 72°C.

Die Quantifizierung erfolgte {iber einen externen Standard, der in der Sequenz mit der gemesse-
nen CYP3A4-mRNA identisch war. Dieser wurde in einer Verdiinnungsreihe aus bekannten
Konzentrationen bei jeder PCR im LightCycler in separaten Kapillaren mitgefiihrt, nachdem er
im selben Ansatz in cDNA transkriptiert worden war. Die fiir die Quantifizierung verwendeten

Standards wurden im Labor nach einer vorher von der Arbeitsgruppe etablierten Methode herge-
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stellt [65]. Mit dieser Methode war es mdglich, iiber die Menge der mittels PCR amplifizierten
DNA die Menge der transkribierten CYP3A4-mRNA zu bestimmen, um damit Riickschliisse auf

das Ausmal} der CYP3A4-Genexpression in der untersuchten Probe zu ziehen.

3.2.7. Statistische Auswertung

Statistische Prozeduren wurden mit Hilfe des Programms ,,SPSS* (Vers. 14) durchgefiihrt. Ne-
ben der explorativen Datenanalyse und den Korrelationsberechnungen nach Spearmann wurden
der nicht-parametrische Test nach Wilcoxon zur Uberpriifung zwischen Zeitpunkten (verbunde-
ne Proben) sowie der Mann-Withney-Test fiir nicht parametrische und unabhingige Vergleiche
von zwei Gruppen durchgefiihrt. AuBerdem wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test
zur Varianzanalyse flir Rangdaten angewandt, um die induktiven Effekte der Testsubstanzen zu
ermitteln. Die statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 festgesetzt. Fiir die Expressionsunter-
suchungen in der Zellkultur wurden die Standardfehler der Mittelwerte (SEM) ermittelt. Diese
werden durch den Quotienten aus der Standardabweichung und der Wurzel der Anzahl der Mes-

sungen (SD/Vn) definiert.
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IV. Ergebnisse

4.1. CYP3A4-mRNA-Gehalt in den Zellkulturen

In Voruntersuchen wurde die vorhandene Menge von CYP3A4-mRNA in verschiedenen Zellli-
nien untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass Zellen humanen Lebergewebes die
grofite Menge an CYP3A4 exprimieren. Die humanen Lebergewebsproben stammten aus Opera-
tionspréaperaten. Ebenfalls groBere Mengen an CYP3A4-mRNA lieen sich mit 122 Molekiilen
mRNA/ng RNA in den Zellen des hepatozelluliren Karzinoms nachweisen. In der Zelllinie Ca-

co-2 (Kolonkarzinomzellen) konnte CYP3A4-mRNA nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 20: CYP3A4-mRNA-Gehalt in den einzelnen Zellkulturen

Zelltyp Molekiile CYP3A4-mRNA/ng RNA
Caco-2, Kolonkarzinom 0
Colo320, Kolonkarzinom 25,4
HeLa, Zervixkarzinom 3,1
Lebergewebe (Operationspraparat) 3000 000
HepG2, Leberkarzinom 122,5

Aufgrund dieser Testergebnisse entschieden wir uns, die weiteren Experimente mit Zellen der
Zelllinien HepG2 und Colo320 durchzufiihren, den beiden Zelllinien mit dem zweit- bzw. dritt-
hochsten Gehalt an CYP3A4-mRNA. Da diese Zelllinien aus Zellen des Lebergewebes und Ko-
longewebes entstanden sind, weisen sie eine sehr groBe Ahnlichkeit in Aufbau, Struktur und
Funktion zu diesen auf, so dass Riickschliisse auf die urspriinglichen Gewebe gezogen werden

konnen.
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4.2. Einfluss der Passagezahl auf den CYP3A4-mRNA-Gehalt

Vor Beginn der einzelnen Testreihen wurde gepriift, ob sich mit zunehmender Passagezahl der
Gehalt an CYP3A4-mRNA in den einzelnen Zellkulturen verdndert. In den HepG2-Zellen zeigte
sich innerhalb weniger Passagen eine Abnahme der CYP3A4-Expression auf ca. 1% des Aus-
gangswertes (siche Abbildung 5). LieBen sich nach 6 Passagen noch durchschnittlich 290 Kopien
CYP3A4-mRNA/ng RNA messen, waren es nach der 10. Passage nur noch 3,3 Kopien/ng RNA.
Ab Passage 11 pendelte sich der Wert auf etwa 2 Kopien/ng RNA ein. Fiir die weiteren Versuche
wurden daher HepG2-Zellen nur noch bis zur 8. Passage verwendet. Fiir die Colo320-Zellen
konnte eine Abnahme des CYP3A4-mRNA-Gehalt mit zunehmender Passagezahl nicht nachge-

wiesen werden.
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Abb. 5: CYP3A4-mRNA-Gehalt in Kulturen aus unbehandelten HepG2-Zellen mit verschiedenen Passagezahlen
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4.3. Rifampicin

Um zu priifen, ob sich die Zelllinien HepG2 und Colo320 als In-vitro-System zur Untersuchung
der CYP3A4-Induktion eignen, wurde eine Testrethe mit dem potenten CYP3A4-Induktor
Rifampicin durchgefiihrt. Gleichzeitig sollte bei dieser Testreihe die fiir die Induktion optimale
Inkubationszeit ermittelt werden. Die Inkubation der HepG2-Zellen erfolgte mit drei verschiede-
nen Rifampicin-Konzentrationen (19,4 pmol/l, 38,9 umol/l, 194,4 pmol/l), die der Colo320-
Zelllinie mit vier verschiedenen Konzentrationen, jeweils {iber drei unterschiedliche Zeitspannen

(20 h, 40 h und 72 h).
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Abb. 6: CYP3A4-Expression in HepG2-Kulturen in Abhéngigkeit von der Rifampicin-Konzentration nach Inkubati-
on iiber 20 h, 40 h und 72 h. Dargestellt sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern. Auf der
y-Achse ist der jeweilige Quotient Anzahl der CYP3A4-mRNA-Molekiile unter Rifampicin/Anzahl der CYP3A4-

mRNA-Molekiile ohne Rifampicin aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht. Anzahl der Versuche:6.

In den Zellen der Zelllinie HepG2 war die CYP3A4-Induktion nach 20-stiindiger Inkubation mit
38,9 umol/l Rifampicin am héchsten (p = 0,038). Bei dieser Zelllinie zeigte sich nach einer 40-
und 70-stiindigen Inkubationsdauer eine Abnahme der CYP3A4-Expression im Vergleich zur

Ausgangskonzentration vor Induktion.
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Die Zellen der Zelllinie Colo320 waren nach einer 20-stiindigen Inkubation mit einer Rifampi-
cinkonzentration von 19,4 umol/l um den Faktor 3,1 induziert. Hierbei war p = 0,035 fiir den
Unterschied aller Gruppen nach Kruskal-Wallis-Test ablesbar. Nach 40 h und 72 h kam es dann
zu einer Abnahme der CYP3A4-Expression im Vergleich zur Ausgangskonzentration. Sie sank
nach 72 h konzentrationsabhéngig von 164 auf 24 (SD: = 3) Molekiile/ng RNA. Die Abnahme
der mRNA-Konzentration war statistisch signifikant (Kruskal-Wallis-Test fiir alle fiinf Gruppen:
p = 0,032). Ein Induktionseffekt war nicht mehr zu beobachten.

Somit konnte in diesen ersten Versuchsreihen der grofite Induktionseffekt fiir die getesteten
Wirkstoffkonzentrationen in beiden Zelllinien nach 20 Stunden nachgewiesen werden. In den
HepG2 Zellen zeigt sich dabei die maximal erreichbare Induktion der CYP3A4-mRNA Bildung
bei einer Konzentration von 38,9 umol/. In den Versuchen mit den Colo320 Zellen wurde der
starkste Induktionseffekt mit einer Konzentration von 19,4 pmol/l erreicht. Da dies die kleinste
getestete Konzentration im Versuch ist, kann iiber den max. zu erreichenden Induktionseffekt
keine Aussage getroffen werden. Aufgrund dieses Ergebnisses erfolgten alle weiteren Inkubatio-

nen mit verschiedenen Konzentrationen der zu testenden Medikamente tiber 20 h.
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Abb.7: Konzentrationsabhéngige Verdnderungen in der CYP3A4-mRNA-Bildung nach mehrtégiger Behandlung mit
Rifampicin in der Zelllinie Colo320. Es sind Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittel-
werte dargestellt. Auf der y-Achse ist der Quotient aus Anzahl der mRNA-Molekiilen mit Induktor/Anzahl der

mRNA-Molekiile ohne Induktor aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht. Anzahl der Versuche 6.
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4.4. Antiretrovirale Wirkstoffe
4.4.1. Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI)

Es wurden die Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren Abacavir, Didanosin, Lamivu-
din, Stavudin, Zalcitabin und Zidovudin getestet. Lediglich Zalcitabin fiihrte in beiden Zellsyste-
men zu einer Induktion der CYP3A4-Expression. In den Zellen der Zelllinie HepG2 zeigt sich
eine maximale Induktion der CYP3A4-Expression um den Faktor 2,0 bei einer Konzentration von
0,5 umol/l Zalcitabin. Der Faktor der Induktion ist jedoch beim Vergleich aller Gruppen nicht sig-
nifikant (p = 0,642).
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Abb. 8: CYP3A4-mRNA-Bildung in Zellen der Zelllinien HepG2 und Colo320 unter Einwirkung des NRTI Zalci-
tabin. Es sind die Mittelwerte der Messungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Auf der y-Achse
sind die Quotienten aus mRNA-Molekiilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA-

Molekiile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht. Anzahl der Versuche: 4

In den Colo320-Zellen stieg die CYP3A4-mRNA-Konzentration von 41 (£ 21) auf 58 (= 24) Mo-
lekiile mRNA/ng unter der Einwirkung von 1,9 pmol/l Zalcitabin um das 1,9fache (p = 0,822) an.
Inkubationen mit den anderen NRTIs, Abacavir, Stavudin, Didanosin, Lamivudin und Zidovudin,

brachten keine signifikanten Verdanderungen der CYP3A4-mRNA-Bildung.

4.4.2. Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Es wurden die Substanzen Efavirenz, Delavirdin und Nevirapin dieser Substanzklasse in beiden

Zellsystemen getestet. Unter der Inkubation der HepG2-Zellen mit Efavirenz zeigte sich bei ei-
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ner Konzentration von 20,3 umol/l eine signifikante Induktion der CYP3A4-mRNA-Bildung um
den Faktor 1,7 (p = 0,040). Bei einer Substanzkonzentration von 101,6 pmol/l kam es zu einer
maximal 3,4fachen Induktion der CYP3A4-Expression (p = 0,029). Die mRNA-Menge stieg von
einer durchschnittlichen basalen Expression von 231 (+ 54) Molekiilen mRNA/ng RNA auf 705
(£ 118) an.
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Abb. 9: CYP3A4-Expression in Zellen der Zelllinien HepG2 und Colo320 unter Einwirkung des NNRTI Efavirenz.
Es sind die Mittelwerte der Messungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Auf der y-Achse sind
die Quotienten aus mRNA-Molekiilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA-Molekiile
ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht. Die Sternchen symbolisieren signifikante

Verdnderungen in der Expression nach einem Vergleich mit den Basalwerten. Anzahl der Versuche: 5

In den Colo320-Zellen induzierte Efavirenz die CYP3A4-Expression maximal um den Faktor
1,9 (p = 0,004) nach Inkubationen mit 10,2 pmol/l der Substanz. Die mRNA-Menge stieg von
der basalen Expression von durchschnittlich 231 (+ 54) Molekiilen mRNA/ng RNA auf 705 (+
118) an.

Die Substanz Delavirdin erhohte die CYP3A4-mRNA-Konzentrationen in den HepG2-Zellen um
das 2,3fache signifikant (p=0,037). In den Colo320-Zellen zeigte sich eine 2,8fache Erhohung
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der CYP3A4-mRNA-Konzentration nach der Inkubation mit Delavirdin, die statistisch nicht sig-

nifikant war (Vergleich aller Gruppen p = 0,148).
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Abb. 10: CYP3A4-Expression in Zellen der Zelllinien HepG2 und Colo320 unter Einwirkung des NNRTI Delavir-
din. Es sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Auf der y-
Achse sind die Quotienten aus mRNA-Molekiilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA-
Molekiile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht. Die Sternchen symbolisieren

signifikante Verdnderungen in der Expression nach einem Vergleich mit den Basalwerten. Anzahl der Versuche: 5

Als weitere Substanz dieser Stoffklasse wurde Nevirapin getestet und keine signifikanten Ex-

pressionsverdnderungen von CYP3A4 in beiden Zelllinien festgestellt.
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4.4.3. Proteaseinhibitoren

Die in der vorliegenden Arbeit getesteten Proteaseinhibitoren waren Amprenavir, Indinavir, Ka-
letra® (Lopinavir/Ritonavir), Nelfinavir, Ritonavir und Saquinavir. Das Ansprechen der Zellen
war unterschiedlich und wird im Folgenden fiir jede Substanz einzeln geschildert. Nach der In-
kubation mit Amprenavir zeigte sich ein signifikanter induktiver Effekt auf die Expression von

CYP3A4 in beiden untersuchten Zelltypen.
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Abb. 11: CYP3A4-Expression in Zellen der Zelllinien HepG2 und Colo320 unter Einwirkung des PI Amprenavir.
Es sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die Werte der
Konzentration wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus mRNA-Molekiilen mit jeweiliger
Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA-Molekiile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der
Induktion entspricht. Die Sternchen symbolisieren signifikante Verdnderungen in der Expression nach einem Ver-

gleich mit dem Basalwerten. Anzahl der Versuche:6

In den HepG2-Zellen betrug der Induktionsfaktor 3,4 (p = 0,024) nach Inkubationen mit 126,6
pmol/l Amprenavir. Bei hoheren Konzentrationen war der Effekt mit einem 1,8- bzw. 1,4fachen
Anstieg der CYP3A4-mRNA-Konzentration schwicher ausgepréigt. In den Zellen der Zelllinie
Colo320 stieg die mRNA-Konzentration von durchschnittlich 32 (£ 10) Molekiilen/ng RNA auf
66 (£ 23) Molekiile/ng RNA, also um den Faktor 2,3 (p = 0,038), nach Inkubation mit 632,9

umol/l Amprenavir signifikant an.
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Der Wirkstoff Indinavir wies in den Versuchen in beiden Zelltypen induktives Potential auf. In
den Versuchen mit den HepG2-Zellen zeigte sich eine Erhdhung der CYP3A4-mRNA-
Konzentration nach Inkubation mit 208,5 umol/l um das 2,5fache (p = 0,034). In der Zelllinie
Colo320 zeigte sich bei einer Inkubation mit 104,3 pmol/l eine Induktion der mRNA-
Konzentration um das 1,9fache (p = 0,045).
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Abb. 12: CYP3A4-Expression in Zellen der Zelllinien HepG2 und Colo320 unter Einwirkung des PI Indinavir. Es
sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die Werte der Kon-
zentration wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus mRNA-Molekiilen mit jeweiliger In-
duktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA-Molekiile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der In-
duktion entspricht. Die Sternchen symbolisieren signifikante Verdnderungen in der Expression nach einem Ver-

gleich mit dem Basalwert. Anzahl der Versuche: 4.

Auch fiir den Proteaseinhibitor Ritonavir konnte eine Induktion der CYP3A4-Expression in bei-
den Zellsystemen nachgewiesen werden. In den HepG2-Zellen erfolgte dies um den Faktor 2,1

(p =0,043), in Zellen des Kolonkarzinomes um den Faktor 1,7 (p = 0,024).
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Abb. 13: CYP3A4-Expression in Zellen der Zelllinien HepG2 und Colo320 unter Einwirkung des PI Ritonavir. Es
sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die Werte der Kon-
zentration wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus mRNA-Molekiilen mit jeweiliger In-
duktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA-Molekiile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der In-
duktion entspricht. Die Sternchen symbolisieren signifikante Verdnderungen in der Expression nach einem Ver-

gleich mit dem Basalwert. Anzahl der Versuche: 5.

Fiir die Untersuchung der fixen Wirkstoffkombination Lopinavir/Ritonavir (Kaletra®) wurde der
Inhalt der Kapsel unter sterilen Bedingungen herausgenommen und im Versuch eingesetzt. Die
fixe Wirkstoffkombination Kaletra® enthélt ein Gemisch aus Ritonavir: Lopinavir im Verhéltnis

1:4. Die Konzentrationsangaben beziehen sich auf Lopinavir.

In den HepG2-Zellen konnte eine signifikante Zunahme des CYP3A4-Transkriptlevels um das
1,9fache (p = 0,044) von 32 (£ 9) Molekiilen mRNA/ng RNA auf 55 (+ 6) Molekiile mRNA/ng
bei 6,4 umol/l gemessen werden. Bei Konzentrationen von 12,7 umol/l bzw. 25,4 pmol/l war der
Induktionseffekt schwécher ausgeprigt und lag bei einem Faktor von 1,5 bzw. 1,3. Es zeigte sich

keine Induktion der CYP3A4-Expression in den Colo320-Zellen.

Hohere Konzentrationen der Wirkstoffkombination Kaletra® (Lopinavir/Ritonavir), erwiesen
sich in unseren Versuchen als zytotoxisch. Im Zytotoxizititstest wurden Werte von > 20% in
HepG2- bzw. > 80% in Colo320-Zellen ermittelt. Bei Inkubation mit 25,4 pmol/l Kaletra® (Lo-

pinavir/Ritonavir), ergab der Zytotoxizitétstest bei HepG2-Zellen einen Wert von 17,1 %.
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Abb. 14: CYP3A4-Expression in Zellen der Zelllinien HepG2 und Colo320 unter Einwirkung des PI Kaletra®. Die
fixe Wirkstoffkombination Kaletra® enthilt ein Gemisch aus Ritonavir: Lopinavir im Verhiltnis 1:4. Die Konzent-
rationsangaben beziehen sich auf Lopinavir.

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

signifikante Verdnderungen in der Expression nach einem Vergleich mit den Basalwerten. Anzahl der Versuche:4.
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Inkubation mit Nelfinavir erhohte die Konzentration der CYP3A4-Transkripte in beiden unter-

suchten Zellsystemen.
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Abb. 15: CYP3A4-Expression in Zellen der Zelllinien HepG2 und Colo320 unter Einwirkung des PI Nelfinavir. Es
sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die Werte der Kon-
zentration wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus mRNA-Molekiilen mit jeweiliger In-
duktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA-Molekiile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der In-
duktion entspricht. Die Sternchen symbolisieren signifikante Verdnderungen in der Expression nach einem Ver-

gleich mit den Basalwerten. Anzahl der Versuche: 5.

In der HepG2-Zellkultur lag die maximale Induktion der CYP3A4-Expression bei einem Faktor
von 2,5 (p = 0,026). In der Colo320-Zellkultur lag die maximale Induktion der CYP3A4-
Expression bei einem Faktor von 2,8 (p = 0,029).

Als letzte Substanz dieser Wirkstoftklasse erfolgte die Inkubation der Zellen mit Saquinavir. Es
wurde eine Induktion der CYP3A4-Expression um das 2,0fache (p = 0,032) in der HepG2-
Zelllinie nach Inkubation mit 23,9 pumol/l gemessen. Bei der hoheren Konzentration von 47,7
umol/l kam es zu einer Abnahme der CYP3A4-mRNA-Menge. Nach Inkubation mit 268,3
pmol/l waren aufgrund des starken zytotoxischen Effektes der Substanz die HepG2-Zellen
iiberwiegend geschidigt und vom Gefdboden geldst. In den Zellen der Zelllinie Colo320 lieB
sich in der Versuchsreihe eine signifikante Induktion der CYP3A4-mRNA mit einem Anstieg
um den Faktor 1,9 (p = 0,028) nachweisen.
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Abb. 16: CYP3A4-Expression in Zellen der Zelllinien HepG2 und Colo320 unter Einwirkung des PI Saquinavir. Es
sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die Werte der Kon-
zentration wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus mRNA-Molekiilen mit jeweiliger In-
duktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA-Molekiile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der In-
duktion entspricht. Die Sternchen symbolisieren signifikante Verdnderungen in der Expression nach einem Ver-

gleich mit den Basalwerten. Anzahl der Versuche: 8.
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4.5. Grad der CYP3A4-Induktion in den Zellkulturen

In den nachfolgenden Tabellen sind alle getesteten Substanzen mit ihren Konzentrationen sowie
den Induktionseffekten auf CYP3A4 aufgefiihrt. In der Tabelle 22 sind die Ergebnisse aus den
Untersuchungen an der Colo320-Zellkultur zusammengefasst, wihrend Tabelle 21 die Daten aus

der HepG2-Zellkultur enthilt.

Tabelle 21: Induktionseffekt der getesteten Substanzen auf die Expression von CYP3A4 in HepG2-Zellkultur

Substanz Getestete Konzentration Konzentration bei maximaler Max Induktion
[pmol/l] CYP3A4-Induktion [pmol/l] CYP3A4
Rifampicin 19,4-195 38,9 2,6
Nukleosid-/Nukleotidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Abacavir 23,9-239 23,9 1,5
Didanosin 21,2-212 423 1,2
Lamivudin 21,8-218 218 1,2
Stavudin 8,9-99 8,9 1,2
Zalcitabin 0,5-4,7 0,5 2,0
Zidovudin 59,9-599 120 1,4

Nicht-nukleosidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Delavirdin 57,9-579 57,9 2,2%
Efavirenz 10,2-102 102 3,2%
Nevirapin 60,2-602 241 1,4
Proteaseinhibitoren

Amprenavir 63,3-633 127 3,3%
Indinavir 52,1-521 209 2,1%
Kaletra®' 6,4-25,4 6,4 1,7%
Nelfinavir 48,2-482 193 2,4%
Ritonavir 44.,4-444

Saquinavir 11,9-268 23,9 1,9%

'Bei Kaletra® beziehen sich die Konzentrationsangaben auf die Kombination Lopinavir/ Ritonavir (4:1).

* Signifikanter Anstieg nach dem Kruskal-Wallis-Test (p<0,05)

41




Tabelle 22: Induktionseffekt der getesteten Substanzen auf die Expression von CYP3A4 in Colo320-Zellkultur

Substanz Getestete Konzentration Konzentration bei maximaler Max Induktion
[pmol/l] CYP3A4-Induktion [pumol/1] CYP3A4
Rifampicin 19,4-195 19,4 2,2%
Nukleosid-/Nukleotidanaloge Reverse -Transkriptase-Inhibitoren
Abacavir 23,9-239 23,9 1,1
Didanosin 21,2-212 211,7 1,2
Lamivudin 21,8-218 43,6 1,2
Stavudin 8,9-89 89,2 1,2
Zalcitabin 0,5-4,7 1,9 1,4
Zidovudin 60-599 119,7 1,1
Nicht Nukleosidanaloge Reverse -Transkriptase-Inhibitoren
Delavirdin 57,9-579 115,8 1,9
Efavirenz 10,2-102 101,6 1,9%
Nevirapin 60,2-602 0 1,0
Proteaseinhibitoren
Amprenavir 63,3-633 632,9 2,3*
Indinavir 52,1-521 104,3 1,7*
Kaletra®' 6,4-25,4 6,4 1,4
Nelfinavir 48,2-482 96,4 2,5%
Ritonavir 44 4-444 177,5 1,7*
Saquinavir 11,9-477 11,9 1,4*

'Bei Kaletra® beziehen sich die Konzentrationsangaben auf die Kombination Lopinavir/ Ritonavir (4:1). * Signifi-

kanter Anstieg nach dem Kruskal-Wallis-Test (p<0,05).

Rifampicin gilt als starker Induktor der CYP3A4-Genexpression und -aktivitit und eignet sich
deshalb gut zum Vergleich. Die Effekte von Rifampicin auf die Expression von CYP3A4 wur-

den gleich 1 gesetzt und alle anderen Substanzen in Bezug zu dieser Grof3e ausgewertet.
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Abbildung 17: Der maximale Induktionseffekt der untersuchten Wirkstoffe auf die Expression von CYP3A4. Der

Effekt von Rifampicin als Bezugsgrofle wurde gleich 1 gesetzt.

Das Diagramm zeigt, dass sich die Induzierbarkeit von CYP3A4 in beiden Zelllinien nicht stark
unterscheidet. Rifampicin wird als CYP3 A4-Induktor von der Mehrzahl der gepriiften Wirkstof-
fe nicht anndhernd erreicht und lediglich von Delavirdin, Efavirenz, Amprenavir und Nelfinavir

erreicht und ggf. um ein Geringes iibertroffen.

In der Colo320-Zelllinie wurde die CYP3A4-Expression durch flinf antiretrovirale Mittel signi-
fikant induziert: Amprenavir, Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir und Saquinavir. In den HepG2-
Zellen war das Spektrum der induzierenden Substanzen breiter, wobei neben den Induktoren der
Colo320-Zellen auch Kaletra®, Amprenavir und Efavirenz die Konzentration von CYP3A4-
mRNA statistisch signifikant erhohte. Im Unterschied zu den HepG2-Zellen reagierten die Co-
10320-Zellen in den Versuchen empfindlicher auf hohere Dosen der Wirkstoffe.
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V. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Induktion der Genexpression von CYP3A4-mRNA
durch verschiedene antiretrovirale Mittel zu untersuchen. Zu Beginn der hier dargestellten Ver-
suchsreihe wurden einzelne Zelllinien unterschiedlichen Gewebeursprunges auf ihren CYP3A4-
mRNA-Gehalt getestet.

Dies waren Zelllinien eines Zervixcarcinoms (HeLa), eines hepatozelluliren Karzinoms
(HepG?2), zweier kolorektaler Karzinomezelllinien (Colo320 & CaCo), Zellen humanen Leber-
gewebes und Lymphozyten.

Entsprechend der Gewebeverteilung von CYP3A4 im menschlichen Korper zeigten die Zellli-
nien HepG2 mit 122 CYP3A4-Molekiilen/ng mRNA, Colo320 mit 25 Molekiilen/ng mRNA und
das Lebergewebe mit 300.000 Molekiilen CYP3A4/ng mRNA den hochsten CYP3A4-Gehalt. In
Zellen der CaCo-Linie lie sich kein CYP3A4 nachweisen.

Die Adenokarzinomzelllinie CaCo?2 ist eine Zelllinie, die iiberwiegend als Modell fiir den Medi-
kamententransport in Darmepithelzellen verwendet wird. Unter normalen Wachstumsbedingun-
gen exprimieren CaCo-2-Zellen keine signifikanten Mengen an CYP3A4 [66], was sich in unse-

ren Versuchen bestétigt.

Die aktuell am héufigsten verwendete Zelllinie in CYP3A4-Reporter-Gen-Assays ist die aus ei-
nem humanen hepatozelluldren Karzinom gewonnene HepG2-Zelllinie [67]. Die HepG2-
Zelllinie ist von Zellen eines humanen Leberzellkarzinom abgeleitet, kann unbegrenzt unter
Standard-Kulturbedingungen kultiviert werden und besitzt einen stabileren Phianotyp als primére
Leberzellkulturen, was sie zu einem sehr beliebten menschlichen Zelllebermodell macht [68].
Prozesse in diesen Zellen scheinen das Verhalten normaler Leberzellen nachzuahmen [69]. Im
Vergleich zur humanen Leberzelle besitzt sie jedoch geringere Expressionslevel und Aktivitdten
von vielen Xenobiotika-metabolisierenden Enzymen (Enzyme der Phase I und II der Biotrans-

formation) [68].

Die Kombination aus HepG2-Zellen und Reverse-Transkriptase-Polymerase-Chain-Reaktion
(RT-PCR) ermoglicht schnell und leicht die Evaluation des Grades der CYP3A-mRNA-
Induktion [11, 70], was diesen Zelltyp fiir In-vitro-Versuche nutzbar macht. Westerink et al.

konnten zeigen, dass die Regulation der CYP3A4-mRNA in den HepG2-Zellen iiber den Preg-
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nane-X-Rezeptor dhnlich der Regulation der CYP3A4-mRNA in primédren humanen Hepatozy-
ten verlduft [12]. Aus diesem Grund eignet sich die HepG2-Zelllinie als Modell besonders fiir

die Untersuchung metabolischer Prozesse humaner Hepatozyten [69].

Primér kultivierte humane Hepatozyten sind der Goldstandard fiir In-vitro-Untersuchungen von
Metabolisierungsprozessen von Xenobiotika [71]. Die schlechte Verfiigbarkeit von menschli-
chem Lebergewebe, die hohen Kosten, die aufwendige Isolierung, die geringe Lebensdauer und
die interindividuelle Variabilitit stellen ernste Beschrankungen der Verwendung solcher Zellen
in In-vitro-Systemen dar [72, 73]. Als Modelle fiir In-Vitro-Versuche wurden deshalb verschie-
dene Zelllinien etabliert, die in der Verfligbarkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse deutlich

den humanen Hepatozyten iiberlegen sind.

In unserer Versuchsreihe zeigte sich ein deutlicher Unterschied im CYP3A4-mRNA-Gehalt zwi-
schen humanen Hepatozyten und HepG2-Zellen: In Zellen des Lebergewebes lieen sich
300.000 CYP3A4-Molekiile/ng RNA im Vergleich zu 122 Molekiile/ng RNA in HepG2-Zellen
nachweisen. Der geringere CYP3A4-mRNA-Gehalt in HepG2-Zellen im Vergleich zu priméren
humanen Hepatozyten wurde bereits in verschiedenen Arbeiten beschrieben. So zeigten Weste-
rink et al., dass die Transkripte des CYP3A4-Enzyms in den HepG2-Zellen vorhanden sind, der
Gehalt an CYP3A4-mRNA betrédgt jedoch nur 0,1-1% des Wertes, der in primiren humanen He-
patozyten gefunden wurde [12]. Auch Rodriguez-Antona et al. haben in HepG2-Zellen eine
CYP3A4-mRNA-Konzentration gemessen, die < 0,25% des entsprechenden Wertes in Kulturen

primdrer humaner Hepatozyten entspricht [74].

Ursache fiir den geringen CYP3A4-mRNA Gehalt in HepG2-Zellen im Vergleich zu humanen
Hepatozyten ist eine Repression von Cytochrom P450 in den HepG2-Zellen [27]. In Studien
konnte gezeigt werden, dass der Phénotyp in adulten Leberzellen aus einem gewebsspezifischen
Gen-Regulierungs-Programm resultiert. Dies entsteht durch Transkriptions-Regulierungs-
Proteinen, den LETFs (Liver Enriched Transcription Factors) [75, 76]. Die hohen Transkripti-
onsraten vieler leberspezifischer Gene werden dabei nur erreicht, wenn viele LETFs an regulato-
rische Regionen binden und eine synergetische Transaktivierung triggern [27]. In dessen Folge
kommt es zu einer vermehrten Synthese von Proteinen, die durch diese Gene kodiert werden.

In einzelnen Studien konnte nachgewiesen werden, dass verschiedene wichtige LETFs in
HepG2-Zellen nur in sehr geringen Mengen vorhanden sind, was eine Down-Regulierung von

Enzymen wie CYP3A4 zur Folge hat [77].
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In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass es in Abhédngigkeit der Passa-
gen zu einer raschen Abnahme der Transkriptmenge von CYP3A4 kommt. Mikroskopische Un-
tersuchungen zeigten eine homogene hepatozelluldre Organisation der Zellen im Monolayer und
eine spontane Anordnung der Zellen in Pseudo-Kanilchen. Mit zunehmender Kultivierungsdauer
entfernen sich die Zellen vom urspriinglichen Phénotyp, was sich auch in der geringeren
CYP3A4-Expression bemerkbar machte. Die Ursache fiir die Abnahme der CYP-Expression ist
dabei eine Down-Regulierung von CYP3A4 [74]. Diese wird vermutlich ebenfalls durch die Re-

duzierung von Transkriptions-Regulierungs-Proteinen verursacht.

Die zweite von uns verwendete Zelllinie, Colo320, wurde aus Zellen des kolorektalen Karzi-
noms entwickelt. Die hochsten Konzentrationen des Enzyms CYP3A4 im menschlichen Darm
finden sich im Duodenum, mit absteigender Konzentration in Richtung Dickdarm [78]. CYP3A4
baut im Darmenterozythen einen Teil der resorbierten Stoffe ab und verhindert so deren Auf-
nahme in den Kdorper. Neben der Leber ist das Darmepithel ein wichtiger Ort fiir den First-Pass-
Effekt. Unterstiitzt wird dieser Mechanismus durch das Transporterprotein P-Glykoprotein
(Pgp). Hierbei handelt es sich um eine membrangebundene Pumpe, die Stoffe aus der Zelle her-
aus zuriick in das Darmlumen transportiert. Eine funktionelle Verbindung von CYP3A4 und Pgp
wird in zahlreichen Arbeiten angenommen. So zeigten Watkin et al., dass beider Substrate weit-
gehend tibereinstimmen und Pgp bevorzugt Produkte CYP3A4-vermittelter Reaktionen aus der
Zelle heraus transportiert [79].

Eine weit verbreitete Zelllinie zur Untersuchung des CYP-Pgp-Systems in vitro ist die Caco-
Zelllinie. Jedoch zeigten die hier vorgestellten Versuche, dass sie nur geringe Mengen an
CYP3A4-Transkripten enthielt und somit nicht fiir die anschlieBenden Versuche verwendet wer-
den konnte. Die stattdessen verwendeten Zellen Colo320 sind ebenfalls enterozytéren Ursprungs
und dienen als Zellmodell fiir humane epitheliale Darmzellen. In unseren Versuchen konnte in
den Colo320-Zellen ein Gehalt von 25 Molekiilen CYP3A4-mRNA/ng DNA nachgewiesen wer-
den. Zu bedenken ist jedoch, dass Kolontumorzellen mehr P-Glycoprotein exprimieren und so-
mit die Stoffkonzentrationen der einzelnen Testsubstanzen in der Zelle nicht identisch mit denen

in humanen Enterozyten sind.
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5.1. Rifampicin als Induktor

Rifampicin ist die am besten beschriebene Substanz mit induktiver Potenz auf die Transkription
von CYP3A4 [80]. 1972 gelang es Remmer et al., in menschlichen Leberbioptaten nach der In-

kubation mit Rifampicin eine Zunahme des Gehaltes an Cytochrom P450 nachzuweisen [80, 81].

Im Jahr 1992 konnte die Arbeitsgruppe um Kolars die Induzierbarkeit von CYP3A4 in humanen
Enterozyten durch Rifampicin in vitro nachweisen [82]. Dabei wurden Probanden Diinndarmbi-
opsien vor und nach der Behandlung mit Rifampicin (300 mg/12 h) entnommen. In den gewon-
nen Biopsien zeigte sich nach der 7-tigiger Behandlung mit Rifampicin eine Zunahme der

CYP3A4-Konzentration [82].

Die Induzierbarkeit von CYP3A4 in humanen Leberzellen durch Rifampicin ist hinreichend be-
kannt [11-13, 19]. In einer Arbeit von Westerink et al. konnte eine Induktion der CYP3A4-
mRNA-Bildung in HepG2-Zellen durch Rifampicin nachgewiesen werden. Nach 24-stlindiger
Inkubation mit Rifampicin war die CYP3A4-mRNA-Bildung bis zum 4,5fachen angestiegen
[12].

Rifampicin ist aufgrund seiner gut untersuchten Eigenschaften als Induktor von CYP3A4 geeig-
net, die Sensitivitit neuer Methoden zur Untersuchung der Induzierbarkeit der CYP3A4-
Genexpression nachzuweisen. So fiihrten z. B. Dixit et al. in den 2007 verdffentlichten Versu-

chen ebenfalls Rifampicin als Referenzsubstanz mit [19].

In unseren Versuchsreihen zur Induktion der CYP3A4-Expression in den Zelllinien HepG2 und
Colo320 verwendeten wir ebenfalls Rifampicin als Referenzsubstanz. Die Inkubation der Zellen
erfolgte iiber 20 h, 40 h und 72 h. Der maximale Induktionseffekt wurde in den HepG2-Zellen
nach 20-stiindiger Inkubation mit Rifampicin erreicht. Eine ldngere Inkubation fiihrte zu einer
Abnahme der CYP3A4-mRNA-Menge. HepG2-Zellen zeigten bei einer mittleren Rifampicin-
Konzentration von 38 umol/l die beste Induzierbarkeit von CYP3A4. Bei hoherer Konzentration
(194,4 pmol/l) war die CYP3A4-mRNA-Transkriptionsrate geringer. In der Zelllinie Colo320
war die CYP3A4-mRNA-Bildung bei der niedrigsten getesteten Rifampicinkonzentration (19,4
umol/l) am hochsten.

Die Abnahme der CYP3A4-mRNA-Konzentration bei einer lingeren Inkubation der Zellen und
bei hoheren Konzentrationen konnte auf eine zunehmende Zytotoxizitét der Testsubstanz zu-

riickzufiihren sein, wobei die Zellen der Zelllinie Colo320 anfélliger auf hohe Rifampicindosen
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zu reagieren scheinen als HepG2-Zellen. Eine zweite Hypothese wire die Sattigung der Bindung
am PX-Rezeptor. Gegen diese These spricht jedoch der Abfall der CYP3A4-mRNA-Bildung
nach einer Inkubation mit héheren Rifampicin-Konzentrationen. Bei einer Sittigung miisste es
zum Erreichen eines Steady-State mit einer konstanten Bildungsrate kommen.

In einer Arbeit von Tatsuhiro et al. wurde ebenfalls die Induzierbarkeit der CYP3A4-mRNA-
Bildung durch Rifampicin in HepG2-Zellen nachgewiesen [11]. Die Autoren inkubierten die
Zellen mit 12,15 pmol/l Rifampicin {iber 4 Tage. Nach 2 Tagen war ein Niveau der CYP3A4-
mRNA-Bildung erreicht, das iiber die restlichen 2 Tagen konstant blieb [11]. Langere Inkubation
fithrte hier bei einem &hnlichen Versuchsaufbau nicht zu einer Abnahme der CYP3A4-mRNA-
Bildung. Allerdings verwendeten Tatsuhiro et al. fiir ihre Induktionsversuche eine niedrigere

Rifampicin-Konzentration, was moglicherweise eine Erklirung ist.
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5.2. Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

In der vorliegenden Arbeit wurden die Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren Ab-
acavir, Didanosin, Lamivudin, Stavudin, Zalcitabin und Zidovudin auf ihre induktive Potenz be-
zliglich der Expression von CYP3A4 untersucht. Weder HepG2-Zellen noch Colo320-Zellen
zeigten nach Inkubation mit den getesteten NRTIs Verdnderungen der CYP3A4-mRNA-
Bildung. Die genauere Betrachtung der Pharmakokinetiken dieser Wirkstoffe erklirt diese Er-
gebnisse.

NRTI sind Nukleosidanaloga, die in ihrer Struktur endogenen Nukleosiden dhneln. Der Einbau
dieser Nukleosidanaloga als falsche RNA-Bausteine fiihrt zur Unterbrechung der Transkription
der Virus-RNA in DNA durch die Reverse Transkriptase. NRTI sind Prodrugs, die nach Auf-
nahme in den Korper in ihre aktive Form durch Phosphorylierung in der Zelle iiberfiihrt wird. Im
Anschluss erfolgt die Ausscheidung der Substanzen und ihrer Metabolite primir {iber die Niere
[83]. Dabei werden die NRTIs {iberwiegend durch glomeruldre Filtration und aktive tubuldre
Sekretion ausgeschieden [84]. Einige der NRTIs (Zidovudin, Stavudin) unterliegen vor ihrer
renalen Elimination noch einer Glukuronidierung in der Leber, den Nieren und in der intestina-
len Mukosa [84, 85]. Da NRTI keinen Einfluf auf Cytochrom P450 haben, kann es nicht zu einer
Interaktion mit anderen Medikamenten, die iiber Cytochrom P450 verstoffwechselt werden,
kommen [83].

Eine Induktion der Transkription des CYP3A4-Gens erfolgt iiber die beiden Kernrezeptoren
CAR und PXR [29]. Diese wandern nach Bindung an ihren Liganden in den Zellkern und akti-
vieren durch Bindung an die Promotoreinheit des CYP3A4-Gens dessen Transkription [86, 87].
CAR und PXR sind Mitglieder der gleichen Kernrezeptor Subfamilie (NR1). Im Bereich ihrer
Ligandenbindungsstelle sind sie in 40% ihrer Aminosdurensequenz identisch [29]. Zu den Lig-
anden von CAR und PXR gehoren Xenobiotika, wie z.B. Antibiotika, Statine und Glucocorticoi-
de [88]. In der Literatur sind Nukleotide und Nukleoside nicht als Liganden von PXR und CAR
beschrieben. Es ist davon auszugehen, dass die NRTI's aufgrund ihrer strukturellen Ndhe zu en-
dogenen Nukleosiden nicht in der Lage sind, eine Bindung mit den Kernrezeptoren einzugehen.
Als Folge dessen kommt es nicht zu einer Aktivierung/Induktion der Kernrezeptor-vermittelten
Transkription des CYP3A4-Gens.

Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen, die keine signifikante Induktion von CYP3A4 durch
NRTIs zeigen. Aufgrund dieser Eigenschaft konnen die Wirkstoffe dieser Stoffklasse mit nicht-
nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren und Proteaseinhibitoren kombiniert werden,
ohne dass eine Dosisanpassung notwendig ist. Dadurch ist mit weniger Nebenwirkungen, die

sich aus der Kombination mehrerer Substanzklassen ergeben, zu rechnen.
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Anderungen der Plasmakonzentration der Nukleosid-Analoga sind vermutlich nicht von klini-
scher Relevanz, da die Medikamentenwirkung hauptsdchlich von der Geschwindigkeit und dem

Ausmal} der intrazelluldren Phosphorylierung abhingt [63].

5.3. Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

In der Gruppe der nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren wurden die Substan-

zen Delavirdin, Efavirenz und Nevirapin getestet.

5.3.1. Delavirdin

Der nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren Delavirdin ist ein Bisheteroaryl-
piperazine-Derivat, das weitgehend durch CYP3A4 metabolisiert wird [89]. Die Inkubation mit
Delavirdin fiihrte zur Induktion der CYP3A4-mRNA in der Zelllinie HepG2. In Colo320-Zellen
konnte keine signifikante Zunahme der CYP3A4-mRNA-Konzentration nachgewiesen werden.
Delavirdin wird tiberwiegend iiber das Enzym CYP3A4 und zu einem geringeren Teil iiber
CYP2D6 verstoffwechselt [64].

In-vitro-Studien der vergangenen Jahre zeigten, dass Delavirdin ein Inhibitor von CYP3A4 ist
[18]. So konnten Voorman et al. 1998 in Versuchen mit gepoolten Lebermikrosomen von Dela-
virdin-behandelten Ratten das CYP3A4-Inhibitionspotential von Delavirdin nachweisen [64]. In-
vivo-Studien am Menschen bestétigten diese Ergebnisse. So wurde nach Einnahme von Delavir-
din ein rapider und signifikanter Abfall der CYP3A4-Aktivitit festgestellt [18].

Die CYP3A4-hemmende Eigenschaft von Delavirdin kann klinisch genutzt werden. Bei Kombi-
nation mit einem CYP3A4-Substrat, z.B. mit Amprenavir, hemmt Delavirdin dessen Abbau. Die
Tagesdosis von Amprenavir kann deshalb reduziert werden [18]. Ahnliche Effekte zeigten sich
in klinischen Studien bei der Kombination von Delavirdin mit den Proteaseinhibitoren Indinavir,
Nelfinavir, Ritonavir und Saquinavir [90]. Dies bedeutet fiir den einzelnen Patienten eine gerin-
gere Anzahl einzunehmender Tabletten, was zu einer Verbesserung der Compliance fiihrt.
Aufgrund der hier vorliegenden Ergebnisse muss ein induzierender Effekt von Delavirdin auf
CYP3A4 diskutiert werden. Ahnlich wie Efavirenz scheint Delavirdin sowohl eine induktive als
auch eine hemmende Wirkung auf CYP3A4 zu haben. Die klinische Bedeutung der induktiven
Potenz von Delavirdin scheint jedoch, wie die vielen In-vivo-Ergebnisse zeigen, gering zu sein.
Welche der beiden Wirkungen iiberwiegt, konnte von Dosis und Zeitraum der Verabreichung

abhéngen. Zur genaueren Untersuchung unserer Ergebnisse sind weitere Studien notwendig.
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5.3.2. Efavirenz

Fiir die Substanz Efavirenz wurde in beiden Zellsystemen (HepG2, Colo320) eine signifikante
Induktion der CYP3A4-mRNA-Bildung nachgewiesen.

Efavirenz wird liberwiegend iiber CYP2B6 und zu einem geringeren Anteil iiber CYP3A4 ver-
stoffwechselt [91, 92]. Es ist in der Literatur sowohl als Induktor, als auch als Inhibitor von
CYP3A4 bekannt [9, 14]. Hariparsad et al. zeigten eine bis zu 4fache Induktion der CYP3A4-
Expression durch Efavirenz [13]. In-Vitro-Studien an kultivierten humanen Hepatozyten besti-
tigten eine Induktion von CYP3A-Enzymen durch Efavirenz [13, 21-23, 48]. Eine Induktion
lasst sich auch in vivo am Menschen nachweisen, wie in verschiedenen pharmakokinetischen

Studien gezeigt werden konnte [13].

5.3.3. Nevirapin

Die Substanz Nevirapin fiihrte in den Versuchen dieser Arbeit zu keiner signifikanten Verdnde-
rung der CYP3A4-mRNA-Bildung in den beiden Zelllinien. Dieses Ergebnis steht im Wider-
spruch zu bereits verdffentlichten Studien. In-vitro-Versuche mit Nevirapin haben gezeigt, dass
CYP3A4 und CYP2B6 fiir seinen Metabolismus verantwortlich sind, und zu einem geringeren
Anteil auch CYP2D6 [92-94]. Nach der Metabolisierung des Wirkstoffes durch die genannten
Enzyme erfolgt die Ausscheidung iiber die Niere.

Nevirapin ist als Induktor der Enzyme CYP3A4 und CYP2B6 bekannt [95]. Da Nevirapin auch
Substrat dieser beiden Enzyme ist, induziert es seine eigene Metabolisierung [95]. Die CYP3A4-
Induktion durch Nevirapin konnte in mehreren klinischen Studien nachgewiesen werden. So
fiihrten Murphy et al. eine Studie durch, in der 24 Probanden Nevirapin in Kombination mit dem
Proteaseinhibitor Indinavir iiber 28 Tage einnahmen [96]. Die Messungen zeigten eine Redukti-
on der Plasmakonzentration von Indinavir. Andere Forschergruppen kombinierten Nevirapin mit
dem Proteaseinhibitor Saquinavir [97]. Auch hier war die Saquinavir-Plasmakonzentration bei
gleichzeitiger Verabreichung von Nevirapin niedriger. Wurden jedoch die Proteaseinhibitoren
Nelfinavir und Ritonavir mit Nevirapin kombiniert, zeigte sich keine Anderung der Plasmakon-

zentration dieser Medikamente.

Diese unterschiedlichen Ergebnisse erklidren sich durch den Metabolisierungsweg der Proteas-
einhibitoren. So werden Ritonavir und Nelfinavir nicht ausschlieBlich iiber CYP3A4 verstoft-
wechselt [84], weshalb eine Induktion des Enzymsystems im Gegensatz zu Saquinavir und Indi-
navir, die tiberwiegend durch CYP3A4 metabolisiert werden, keine Auswirkung auf die Plasma-

konzentration hat.
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Da Nevirapin CYP3A4 induzieren kann, ist eine Erhohung der Dosis von Lopinavir/Ritonavir
erforderlich, wenn diese zusammen mit Nevirapin verabreicht wird [96]. Es konnte gezeigt wer-
den, dass es nach einer zweiwdchigen Gabe von Nevirapin zu einer Autoinduktion von CYP3A4
kommt, mit einem ungefdhr zweifachen Anstieg der oralen Nevirapinclearance und einer Ver-
kiirzung der Halbwertszeit von 45 auf 30 h [96, 98]. Die maximale Induktion von CYP3A4 ist
erst nach 2 bis 4 Wochen zu registrieren [84]. Aufgrund dieses Phinomens wird die Tagesdosis
von Nevirapin wéhrend der Therapie nach zweiwochiger Gabe von 200 mg/d auf 400 mg/d er-
hoht.

Eine Erkldrung fiir den fehlenden Nachweis der Induktion von CYP3A4 in unseren Versuchen
konnte die kurze Versuchszeit sein. In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine Inkubation der Zel-

len mit Nevirapin nur {iber einen Zeitraum von 20 h.

Die in dieser Arbeit dargestellten Inkubationsversuche, wurden erstmals mit den Zelllinen
HepG2 und Colo320 fiir den Wirkstoff Nevirapin durchgefiihrt. Ein fehlender Nachweis der In-
duktion der CYP3A4-mRNA kann in der Wahl der verwendeten Wirkstoffkonzentration von
Nevirapin liegen, die eventuell nicht ausreicht, um die Transkription der CYP3A4-mRNA zu
aktivieren. Auch handelt es sich bei den verwendeten Zelllinien nur um Modelle, die auf Grund
der unterschiedlichen Genmuster sich von humanen Leberzellen oder Darmepithelzellen unter-
scheiden. Somit konnen die In-vitro-Ergebnisse nicht 1:1 auf den menschlichen Organismus

iibertragen werden und geben nur Hinweise auf mogliche Aktivierungsmuster.

5.4. Proteaseinhibitoren

Untersucht wurden die Proteaseinhibitoren Amprenavir, Indinavir, Kaletra®, Nelfinavir, Ritona-
vir und Saquinavir. Proteaseinhibitoren werden sowohl in der Leber als auch im Darm iiber
CYP3A4 metabolisiert. Aufgrund des Metabolisierungsweges kommen sie als mdgliche In-
duktoren von CYP3A4 in Frage. Bei allen getesteten Wirkstoffen ist eine hohe inhibitorische
Potenz gegeniiber CYP3A4 bekannt und in mehreren In-vivo- und In-vitro-Studien nachgewie-
sen [99]. Die Hemmung des Enzymkomplexes erfolgt dabei auf Proteinebene, d.h. posttranslati-
onal. Die einzelnen Proteaseinhibitoren haben in vivo eine unterschiedliche inhibitorische Wir-
kung. Ritonavir hat dabei die gro3te und Saquinavir die schwichste inhibitorische Potenz. Diese
inhibitorischen Eigenschaft der PIs macht man sich z.B. in der Therapie der HIV-Infektion zu
Nutze und kann somit eine Verbesserung der Bioverfiligbarkeit einzelner Substanzen erreichen.

In der vorliegenden Arbeit gelang es, zusdtzlich zu der bekannten inhibitorischen Wirkung der

Proteaseinhibitoren, induktive Eigenschaften auf die Transkription des CYP3A4-Gens sowohl in
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Zellen hepatozelluldren als auch enterozytischen Ursprungs nachzuweisen. Im Folgenden wer-

den einzelne Ergebnisse dargestellt und weiter diskutiert.

5.4.1. Amprenavir

Inkubation mit Amprenavir fithrt zu einer Induktion der CYP3A4-mRNA-Bildung um den Fak-
tor 2,3 in HepG2-Zellen und um den Faktor 1,8 in Colo320-Zellen. Amprenavir wird tiberwie-
gend iiber das Enzym CYP3A4 metabolisiert und zu einem geringeren Anteil iiber CYP2D6,
CYP2C9 und CYP2C19 [100]. Es konnte in In-Vitro und In-Vivo Studien nachgewiesen werden,
dass Amprenavir ein Ligand des PX-Rezeptors ist, der die Induktion von CYP3A4 vermittelt
(siche Tabelle 2) [45, 101]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden durch einzelne In-
vitro- und In-vivo-Studien bestétigt.

Die Arbeitsgruppe um Huang et al. fithrte In-vivo-Untersuchungen an Leber- und Darmzellen
von Ratten durch. Er konnte die Induktion der CYP3A4-mRNA-Bildung in Leberzellen von Rat-
ten nach einer oralen Verabreichung von Amprenavir iiber 7 bis 14 Tage nachweisen [24]. Die
AUC von Amprenavir war dabei um 51% nach 14tigiger Behandlung verringert.

In einer 2003 veroffentlichten Studie konnte die Arbeitsgruppe um Justesen et al. einen Einfluss
von Amprenavir auf die Metabolisierung von Delavirdin nachweisen [23]. Die Arbeitsgruppe
vermutete eine Induktion des CYP3A4-Enzyms durch Amprenavir als Ursache der Beobachtung.
Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Tran et al. Sie untersuchten die Pharmakokinetik von
Amprenavir und Delavirdin nach Einzelgabe und in Kombination an gesunden Probanden. Es
konnte eine niedrigere Delavirdin-Plasmakonzentration bei gleichzeitiger Einnahme von
Amprenavir im Vergleich zur Delavirdinkonzentration bei alleiniger Einnahme festgestellt wer-
den [22]. Da Delavirdin hauptséchlich iiber CYP3A4 metabolisiert wird, lassen die Ergebnisse
von Tran et al. auf eine Induktion von CYP3A4 durch Amprenavir schlie3en.

Eine weitere Beobachtung in dieser Studie war die Tatsache, dass die orale Clearance von
Amprenavir allein (ohne gleichzeitige Delavirdingabe) wéhrend der Einnahme mehrerer Dosen
von Amprenavir (1451 ml/min) etwa doppelt so hoch war, als nach der Einnahme einer Einzel-
dosis von Amprenavir (784 ml/min). Aus diesen Ergebnissen schlieBen die Autoren eine mogli-
che Autoinduktion von Amprenavir bei der Einnahme mehrerer Dosen [22].

Die hier zitierten In-vivo-Studien deuten auf ein Induktionspotential von Amprenavir beziiglich
CYP3A4 hin. In der vorliegenden Arbeit ist es erstmals gelungen, diese induktive Eigenschaft
von Amprenavir in den Zellkulturen HepG2 und Colo320 nachzuweisen (siche Tabelle 21 und

22).
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5.4.2. Indinavir

Unsere Ergebnisse zeigen eine Induktion der CYP3A4-Expression in HepG2-Zellen um den Fak-
tor 2,5 und in Colo320 um den Faktor 1,9. Damit gelang es erstmalig, einen induktiven Effekt
von Indinavir auf die CYP3A4-mRNA-Bildung in Zellkulturen nachzuweisen.

Indinavir ist ein Proteaseinhibitor, der iiber CYP3A4 metabolisiert wird [102, 103]. Es gibt we-
nig Information iiber die Auswirkungen einer Indinavir-Monotherapie auf die CYP3A4-
Aktivitdt, da die meisten Untersuchungen in Kombination mit Ritonavir durchgefiihrt wurden
[104]. Die wenigen verdffentlichten Studien sprechen fiir eine liberwiegend hemmende Wirkung
von Indinavir auf CYP3A4.

Die ersten In-vitro-Studien zur Pharmakokinetik von Indinavir wurden in den 90-iger Jahren an
humanen Lebermikrosomen durchgefiihrt. Koudriakova et al. inkubierten Mikrosomen aus Le-
ber- und Darmzellen mit Indinavir und konnten eine Hemmung von CYP3A4 nachweisen [105].
In weiteren Untersuchungen konnten z.B. Chiba et al. zeigen, dass Indinavir ein kompetitiver
Hemmer der Testosteron-6B-Hydroxylierung ist, und schlufifolgerten daraus eine Hemmung von
CYP3A4 durch Indinavir [106]. Die Testosteron-6B-Hydroxylierung gilt als ein Marker der
CYP3A-Aktivitdt [106]. Eine 2005 von Ernest et al. publizierte Studie an humanen Lebermikro-
somen konnte ebenfalls eine Hemmung der Testosteron-66-Hydroxylierung durch Indinavir

nachweisen [99].

In-vivo-Studien bestdtigten die In-vitro-Ergebnisse der 90-iger Jahre. Sie zeigten, dass Indinavir
sowohl die AUC von Rifampicin und Rifabutin 1,7- bzw. 2fach erhdhte als auch die AUC von
Nelfinavir und Clarithromycin erhdhte und die Amprenavir-Clearance halbiert [107]. Eine 2012
verdffentlichte In-vivo-Studie von Kharasch et al. an gesunden Probanden konnte ebenfalls die
hemmenden Eigenschaften von Indinavir nachweisen [104]. Obwohl Indinavir eine CYP3A4-

Hemmung zugeschrieben wird, wurde der tatsdchliche Mechanismus nie identifiziert.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse kdnnen erstmals einen induktiven Effekt von Indi-
navir auf die CYP3A4-mRNA Bildung nachweisen, wobei die Inkubation der Zellen mit deutlich
hoheren Indinavirkonzentrationen als in den bereits verdffentlichten Arbeiten erfolgte. Somit

muss eine dosisabhingige Induktion der CYP3A4-Expression diskutiert werden.

Die Induktion der CYP3A4-Expression wird in der Zelle iiber verschiedene Kernrezeptoren
(PXR, CAR) vermittelt. Bisher war Indinavir nicht als Ligand dieser Rezeptoren bekannt. Weite-

re Untersuchungen sind notwendig, um die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zu bestitigen.
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Die in dieser Arbeit verdffentlichten Ergebnisse zeigen, das Indinavir sowohl in den HepG2-
Zellen, als auch in den Colo320-Zellen einen Einfluss auf das CYP3A4-Enzymsystem hat und
somit potentiell in diesen Zellen eine Medikamenteninteraktion stattfinden kann. Ahnlich wie bei
Amprenavir scheint in vivo das induktive Potential von Indinavir klinisch nicht relevant zu sein.
Bei den in der Therapie der HIV-Erkrankung verwendeten Dosierungen von Indinavir scheint

die hemmende Eigenschaft von Indinavir zu iiberwiegen.

5.4.3. Lopinavir/Ritonavir (Kaletra®)

Kaletra® (Lopinavir/Ritonavir) ist ein Kombinationspriparat aus zwei strukturell verwandten
Proteaseinhibitoren. Aufgrund der schlechten pharmakokinetischen Eigenschaften von Lopena-
vir wird es mit Ritonavir in einer festen Kombination verabreicht. Hierbei macht man sich die
bekannten hemmenden Eigenschaften von Ritonavir auf das CYP3A4-Enzymsystem zu Nutze.
In vitro ldsst sich fiir die Kombination Lopenavir/Ritonavir eine 10fach hohere antiretrovirale
Aktivitdt nachweisen [108]. In vivo unterliegt Lopinavir einem starken First-Pass-Metabolismus
durch CYP3A4 in der Leber. Bei Kombination von Lopinavir mit niedrig dosiertem Ritonavir ist
es moglich, die metabolische Inaktivierung von Lopinavir zu hemmen [108]. Im klinischen All-
tag bedeutet es fiir den Patienten, dass er eine niedrigere Lopinavirdosis benotigt.

Da Lopinavir ausschlielich in Kombination mit Ritonavir eingesetzt wird, wurde in den hier
dargestellten Versuchen diese Wirkstoffkombination verwendet.

In HepG2-Zellen zeigte die Wirkstoftkombination Lopinavir/Ritonavir beziiglich der CYP3A4-
mRNA-Bildung induktive Eigenschaften (siche Tabelle 21), welche bisher noch nicht in der Li-
teratur beschrieben wurden. In Zellen der Zelllinie Colo320 konnte in dieser Arbeit keine Induk-
tion der CYP3A4-Genexpression beobachtet werden (siche Tabelle 22).

In den ersten Untersuchungen Ende der 90-iger Jahre lieen sich ausschlieBlich hemmende Ei-
genschaften von Lopinavir/Ritonavir nachweisen.

Eine der ersten verdffentlichten Studien zur Pharmakokinetik von Lopinavir/Ritonavir unter-
suchte die pharmakokinetischen Eigenschaften in isolierten humanen Lebermikrosomen. Hierbei
konnte zum einen die Metabolisierung von Lopinavir/Ritonavir iiber die Enzyme CYP3A4 und
CYP3AS sowie die hemmende Wirkung von Lopinavir/Ritonavir auf das CYP3A-Enzymsystem
nachgewiesen werden [109], wobei Lopinavir/Ritonavir deutlich schwicher als Ritonavir allein
war. In diesen Untersuchungen wurde angenommen, dass die Hemmung von CYP3A4 vor allem
auf den Ritonaviranteil in Lopinavir/Ritonavir zuriickzufiihren ist.

Weitere In-vitro-Studien mit dhnlichen Ergebnissen folgten. 2010 gelang es der Arbeitsgruppe
von Svird et al., die Fahigkeit von Lopinavir zur Induktion der PXR-vermittelten CYP3A4-

55



Promotoraktivitdt in transfizierten HepG2-Zellen nachzuweisen [110]. Dafiir wurden die vorher
mit CYP3A4-transfizierten HepG2-Zellen 48 h mit Lopenavir inkubiert. In diesen Versuchen
wurde Lopinavir nicht in Kombination mit Ritonavir eingesetzt [110]. Die Ergebnisse von Svird
et al. bestétigen die induktiven Féhigkeiten von Lopinavir und zeigen, dass Lopinavir ein Ligand
des PX-Rezeptors ist.

Die pharmakokinetischen Eigenschaften von Lopinavir/Ritonavir sind in verschiedenen In-vivo-
Studien an gesunden Probanden und an HIV-infizierten Erwachsenen untersucht worden. In die-
sen Studien bestdtigte sich das inhibitorische Potential von Lopinavit/Ritonavir. Neuere Studien
deuten jedoch auf zusitzliche induktive Eigenschaften von Lopinavir/Ritonavir hin. In einer
2006 an gesunden Probanden durchgefiihrten Studie von Yeh et al. konnte eine Induktion ver-
schiedener Cytochrome nachgewiesen werden. So zeigte sich nach einer 10-tdgigen Therapie der
Probanden mit Lopinavir/Ritonavir eine Zunahme der CYP1A2-Aktivitdt um 43%, der CYP2C9-
Aktivitdt um 29% und der CYP2C19-Aktivitdt um 100%. Die hepatische Enzymaktivitidt von
CYP3 sank dabei um 77% [41]. Die Messung der Enzymaktivitét erfolgte in dieser Studie unter
der Verwendung eines Phédnotypisierungs-Biomarkercocktails [41].

Diese Ergebnisse bestitigten die 2004 von Lim et al. bei gesunden Probanden nachgewiesene
Induktion von CYP2C9 [111]. Wie einzelne Untersuchungen zeigten, ist Lopinavir/Ritonavir ein
Ligand des PX-Rezeptors. Die induktive Eigenschaft von Lopinavir/Ritonavir auf CYPs wird
wahrscheinlich iiber den PX-Rezeptor vermittelt. Ein Nachweis einer induktiven Wirkung von
Lopinavir/Ritonavir auf das CYP3A4-Enzym ist noch nicht veréffentlicht worden.

Die vorliegende Arbeit betrachtet erstmalig die Wirkung von Lopinavir/Ritonavir auf die
CYP3A4-mRNA-Bildung. Es gelang der Nachweis einer Induktion der CYP3A4-Expression
durch Lopinavir/Ritonavir in den HepG2-Zellen. Nachdem in vitro eine Induktion der Enzyme
CYP2C19, CYP2C9 und CYP1A2 bereits bekannt ist und die Induktion der PXR-
Promotoraktivitdt durch Lopinavir bereits in einzelnen Arbeiten nachgewiesen ist, muss auf-
grund unserer Ergebnisse auch von einer Induktion der CYP3A4-Expression auf molekularer
Ebene durch Lopinavir/Ritonavir ausgegangen werden. In-vivo-Studien zeigten einen aus-
schlieBlich hemmenden Effekt von Lopinavir/Ritonavir. Somit ist davon auszugehen, dass die
inhibitorischen Eigenschaften von Lopinavir/Ritonavir in vivo iiberwiegen und das induktive
Potential auf molekularer Ebene iiberlagert wird.

5.4.4. Nelfinavir

Unter Inkubation der beiden verwendeten Zelllinien mit dem Wirkstoff Nelfinavir konnte ein
gleichsinniges Verhalten der HepG2- und Colo320-Zellen in Bezug auf die Induktion der Ex-

pression von CYP3A4 nachgewiesen werden. So zeigte sich in den Zellen der Zelllinie HepG2
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eine Induktion der CYP3A4-mRNA-Bildung um den Faktor 2,4, wihrend der Grad der Indukti-
on in den Colo320-Zellen 2,5 betrug (siehe Tabelle 21 und 22).

Nelfinavir ist ein Inhibitor von Cytochrom P450. In vielen In-vitro- und In-vivo-Studien konnte
dies gezeigt werden [112]. Unsere Experimente kommen zu dem Ergebnis, dass Nelfinavir auch
ein induktives Potential hat. Eine signifikante Induktion der CYP3A4-Expression trat dabei so-
wohl in den HepG2-Zellen als auch in den Colo320-Zellen auf. Diese Ergebnisse stiitzen die be-
reits von Huang et al. im Tiermodell nachgewiesene CYP3A4-Induktion durch Nelfinavir [24].
Die Arbeitsgruppe um Huang konnte die Induktion der CYP3A4-Transkription in Leberzellen
von Ratten nachweisen, die Nelfinavir iiber 7 bis 14 Tage oral aufgenommen hatten [24]. In den
Zellen des Gastrointestinaltraktes zeigte sich dagegen keine Induktion der CYP3A4-mRNA-
Bildung [24]. Huang schlussfolgerte aus seinen Ergebnissen, dass die CYP3A4-Expression in

Leber und Darm der Ratte nicht miteinander korrelieren [24].

5.4.5. Ritonavir

Ritonavir ist ein CYP3A4-Inhibitor. In dieser Arbeit gelang der Nachweis, dass Ritonavir zusitz-
lich eine Induktion auf das CYP3A4-System hervorruft. Unsere Ergebnisse zeigen eine Indukti-
on der CYP3A4-mRNA-Bildung um das 2,1fache in HepG2-Zellen und um das 1,7fache in Co-
10320-Zellen. Ritonavir gehort zu einer Medikamentenklasse, bei der aufgrund einer komplexen
Medikamenteninteraktionen sowohl eine Hemmung, als auch eine Induktion verschiedener ver-
stoffwechselnder Enzyme beobachtet werden konnte [3]. Halladay et al. konnte 2012 eine kon-
zentrationabhéngige Zunahme der CYP3A4-mRNA in kryokonservierten Hepatozyten nach In-
kubation in 0,1 uM, 1 uM und 5 pM Ritonavir nachweisen [3].

Die Ergebnisse unserer Arbeit werden weiter durch die 2007 veroffentlichten Versuche von Di-
xit et al. gestiitzt. Die Arbeitsgruppe untersuchte die Wirkung von Ritonavir und Nelfinavir auf
die CYP3A4-Expression an humanen Lebermikrosomen [19]. Als Kontrolle wurde Rifampicin
mitgefiihrt. Dabei gelang es, eine Induktion der Transkription von CYP3A4 durch Ritonavir und
Nelfinavir nachzuweisen [19]. AuBler CYP3A4 wurde auch die Induzierbarkeit von CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C19, CYP1A2 und CYP2D6 untersucht.

Erste Hinweise auf eine mogliche Induktion des CYP3A4-Systems durch Ritonavir in vivo wur-
den 1997 durch Hsu et al. veroffentlicht [113]. In einer zwei Wochen dauernden Studie verab-
reichte er verschiedenen Testpersonen Ritonavir in unterschiedlichen Dosierungen (200-500
mg/12 h) [113]. Wiahrend der Testphase nahm die Ritonavir-Plasmakonzentration dosisabhédngig

ab, und zwar am stirksten bei der hohen Dosierungen [109, 111-113]. Nach zwei Wochen stellte
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sich ein Gleichgewicht ein [113]. Aufgrund dieser Ergebnisse vermuteten Hsu et al. eine Selbst-
induktion der Metabolisierung {iber CYP3A durch Ritonavir [113]. Sie vermutete, dass die ge-
steigerte Enzymsynthese auf einer durch Hemmung assoziierten Induktion beruht [114]. Neuere
Daten scheinen jedoch zu belegen, dass die beobachtete Autoinduktion von Ritonavir nicht allein
durch das Enzym CYP3A erfolgt, sondern eher auf die Induktion anderer Enzyme (z.B. CYP2B6
und 2C8) oder Transporter zuriickzufiihren ist [19, 114].

Eine Induktion des CYP3A4-Systems durch Ritonavir konnte auch in weiteren Studien nachge-
wiesen werden. Mehrere Studien wiesen eine durch Ritonavir verursachte Induktion des
CYP3A4-Systems bei gleichzeitiger Verabreichung von Alprazolam nach. Alprazolam ist ein
Triazolobenzodiazepin-Derivat und wird fast ausschlieflich durch CYP3A4 verstoffwechselt
[115, 116]. Frye et al. wiesen nach 12-tdgiger Gabe von Ritonavir (500 mg/12 h) in Kombination
mit Alprazolam einen Abfall der Ritonavir-Konzentration um 12% nach [114, 117]. Auch in die-
ser Versuchsreihe erfolgte eine hochdosierte Ritonavirgabe iiber einen ldngeren Zeitraum.

Die Frage, wann es zu einer Hemmung des CYP3A4-Systems durch Ritonavir oder zu einer In-
duktion der Transkription der mRNA kommt, ist noch nicht geklirt und erfordert weitere Unter-
suchungen.

Dabei ist ein moglicher Ansatzpunkt zur Kldrung der Diskrepanz zwischen Induktion und Hem-
mung, dass die CYP3A-Hemmung sich bei kurzer Anwendung von Ritonavir durchsetzt, wih-
rend CYP3A-Induktion auftritt, wenn Ritonavir einen Steady-State-Status erreicht [114]. Eben-

falls muss eine dosisabhéngige Wirkung von Ritonavir diskutiert werden.

5.4.6. Saquinavir

In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Inkubation von HepG2-Zellen und
Colo320-Zellen mit Saquinavir zur Induktion der CYP3A4-Expression in beiden Zelllinien fiihrt.
Ahnlich wie Ritonavir ist auch Saquinavir als Hemmer der Expression von CYP3A4 bekannt.
Dabei sind seine hemmenden Eigenschaften auf CYP3A4 schwécher als die von Ritonavir.

Die klinische Anwendung von Saquinavir ist durch seine schlechte Bioverfiigbarkeit und die
schnelle Entwicklung einer Virusresistentz limitiert [78]. Fitzsimmons et al. konnten bereits
1997 nachweisen, dass Saquinavir extensiv in Mikrosomen aus dem Diinndarmepithel verstoff-
wechselt wird und somit bereits im Darm einem ausgeprdgtem First-Pass-Metabolismus unter-
liegt, was seine schlechte Bioverfiigbarkeit erklért [78]. In der Studie konnte durch gleichzeitige
Gabe verschiedener Inhibitoren von CYP3A4 eine Verbesserung der Bioverfiigbarkeit von
Saquinavir erreicht werden. Zusétzlich gelang der Nachweis, dass die gleichzeitige Verabrei-

chung des starken CYP3A4-Inhibitoren Indinavir zu einer besseren Bioverfligbarkeit von
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Saquinavir fiihrte [78]. Ein Nachweis einer Induktion der CYP3A4-Genexpression ist weder in
vitro noch in vivo erfolgt. In der vorliegenden Arbeit gelang es erstmals, eine Induktion der

CYP3A4-Expression durch Saquinavir nachzuweisen.

Betrachtet man noch einmal zusammenfassend die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse in der
Gruppe der Proteaseinhibitoren, ldsst sich ein induktives Potential der getesteten Substanzen auf
CYP3A4 nachweisen, sowohl in Zellen hepatozelluldren als auch in solchen enterozytischen Ur-

sprungs (siche Tabelle 23).

Tabelle 23: Grad der Induktion in den beschriebenen Versuchen der einzelnen PI in den verschiedenen Zellsystemen

Prot inhibitor Grad der Induktion von CYP3A4 in Grad der Induktion von CYP3A4 in
roteaseinaibito HepG2-Zellen Colo320

Amprenavir 2,3 1,8
Indinavir 2,5 1,9
Kaletra® 1,9 -

Nelfinavir 2,5 2,8
Ritonavir 2,1 1,7
Saquinavir 2,0 1,9

In der vorliegenden Arbeit konnte fiir alle untersuchten Proteaseinhibitoren gezeigt werden, dass
es zu einer Induktion der Expression von CYP3A4 auf genetischer Ebene kommt, obwohl die
Proteaseinhibitoren eine Hemmung von CYP3A4 auf Enzymebene verursachen.

Die Hemmung des Enzymkomplexes erfolgt auf Proteinebene, d.h. posttranslational. Hierbei
handelt es sich meist um eine kompetitive Hemmung durch einen Liganden am CYP3A4-
Enzym. Neben der kompetitiven Hemmung konnten Lin et al. 1995 erstmals demonstrieren, dass
eine Indinavir-analoge Substanz 40-60% des hepatischen Cytochrom P450 zu einem metaboli-
schen Zwischenkomplex (metabolic intermediate complex, MIC) umwandelte und dadurch dau-
erhaft zu inhibieren.

Die einzelnen Proteaseinhibitoren haben dabei eine unterschiedliche inhibitorische Potenz. Dass
Proteaseinhibitoren die CYP3A4-Expression in Gastrointestinalzellen induzieren, wird auch

durch die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Gupta et al. untermauert.
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Sie testeten die Induzierbarkeit der CYP3A4-Expression durch Proteaseinhibitoren an Zellen der
humanen Kolonkarzinomzelllinie LS180 [118]. Dabei zeigten ihre Daten, dass die Inkubation
der Karzinomzellen mit Proteaseinhibitoren zu einer Aktivierung des PX-Rezeptors fiihrte, wel-
che mit einer Induktion von CYP3A4 und MDRI1 korrelierte [118]. Weitere Untersuchungen an
PXR-down regulierten LS180-Zellen zeigten eine signifikant geringere Induzierbarkeit von
CYP3A4 durch etablierte Induktoren, wie z.B. Rifampicin [118]. Diese Daten deuten darauf hin,
dass der PX-Rezeptor eine wichtige Position im Induktionsweg der CYP3A4-Expression ein-
nimmt. CYP3A4 ist das dominante P450-Enzym sowohl in der Leber als auch in der Mukosa
des Gastrointestinaltraktes [79]. Es kommt in einem grofen Anteil in Zellen des Darmes vor und
ist hier, wie das Beispiel Saquinavir zeigt, vor allem fiir den First-Pass-Metabolismus verant-
wortlich. Watkins et al. konnten nachweisen, dass das Cytochrom P450 in der Leber und im
Darm die gleiche genetische Sequenz hat und somit genetisch gleich ist [79, 119].

Die Proteaseinhibitoren werden oral verabreicht, im Darm resorbiert und gelangen im Anschluss
in die Blutbahn. Ein GroBteil der Substanzen unterliegt bereits im endoplasmatischen Retikulum
des Darmepithels einer ersten Verstoffwechsellung durch CYP3A4. In diesen Zellen reguliert
der Transporter Pgp das Substratangebot in der Zelle. Dieser Transporter befindet sich in der
Zellmembran der Darmepithelzelle. Er ist fiir die Ausschleusung bestimmter Stoffe aus dem
Zelllumen in das Darmlumen verantwortlich. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass
CYP3A4 und Pgp die gleichen Substrate binden. Auch fanden sich Hinweise darauf, dass eine
hohe Affinitit zwischen den Abbauprodukten des Enzymes und der Zellpumpe bestehen. In un-
serem Labor wurden in einem parallel laufenden Versuch die gleichen antiretroviralen Wirkstof-
fe und ihre Wirkung auf den Transporter getestet. Diese Ergebnisse deuten auf eine enge Zu-
sammenarbeit dieser Systeme hin, deren Folge ein ausgeprégter First-Pass-Metabolismus sein

kann.
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VI. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit antiretrovirale Wirkstoffe ver-
schiedener Substanzklassen die Expression von CYP3A4 induzieren. Die Versuche wurden in
den zwei etablierten HepG2- und Colo320-Zelllinien durchgefiihrt. Die von den einzelnen Wirk-
stoffen erzielte Induktion wurde mit der von Rifampicin verglichen. Die untersuchten nukleosi-
dischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (Abacavir, Didanosin, Lamivudin, Stavudin, Zalci-
tabin und Zidovudin) induzierten die Bildung von CYP3A4-mRNA nicht. In der Gruppe der
nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren konnte fiir die Substanzen Efavirenz,
Delavirdin eine signifikante Induktion der CYP3A4-Expression nachgewiesen werden, nicht
jedoch fiir Nevirapin. Mit dieser Arbeit gelang es zum Zeitpunkt der Experimente erstmals, eine
induktive Potenz fiir einige Proteaseinhibitoren nachzuweisen. Eine Induktion der CYP3A4-
Expression konnte in beiden Zellsystemen fiir die Substanzen Amprenavir, Indinavir, Nelfinavir,
Ritonavir und Saquinavir gezeigt werden. Die Substanzkombination Kaletra® (Lopina-
vir/Ritonavir) fiihrte in HepG2-Zellen, nicht jedoch in Colo320-Zellen, zur Induktion der
CYP3A4-Genexpression. Dieses Ergebnis erklért sich durch die ausgeprigte Zytotoxizitit von
Kaletra®, fiir die sich Colo320-Zellen als wesentlich empfindlicher erwiesen.

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass der CYP3A4-mRNA-Gehalt in Zellen der Zellli-
nie HepG2 mit zunehmender Passagezahl abnimmt. Auch konnte nachgewiesen werden, dass die
Zelllinien HepG2 und Colo320 geringere Mengen an CYP3A4-mRNA als Proben humanen Le-
bergewebes enthalten. In Zellen der Zelllinie Caco konnte in den hier dargestellten Versuchen

keine CYP3A4-mRNA nachgewiesen werden.

6.1 Schlussfolgerung

Die in dieser Arbeit dargestellten Inkubationsversuche wurden erstmals mit den Zelllinen HepG2
und Colo320 durchgefiihrt. Dabei handelt es sich bei den verwendeten Zelllienien nur um Mo-
delle, die auf Grund der unterschiedlichen Genmuster sich von humanen Leberzellen oder
Darmepithelzellen unterscheiden. Somit konnen die In-vitro-Ergebnisse nicht 1:1 auf den
menschlichen Organismus tiibertragen werden und geben nur Hinweise auf mogliche Aktivie-
rungsmuster. So zeigen die Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeit trotz der bekannten inhibito-
rischen Wirkung der Proteaseinhibitoren eine Zunahme des CYP3A4-mRNA in den Zellen und
somit ein wenn auch schwach ausgeprégtes induktives Potential der Wirkstoffe. Wie in vielen
klinischen Studien jedoch bestdtigt wurde, iberwiegen In-vivo eindeutig die hemmenden Eigen-

schaften dieser Substanzklasse.
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6.2. Weitere Forschungsansiitze

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit sind weitere Forschungsansdtze mdglich. Bei den
verwendeten Zelllinen HepG2 und Colo320 handelt sich um Zellmodelle, deren Enzymmuster
sich nicht automatisch auf die menschliche Zelle iibertragen lassen. Wie in dieser Arbeit am Bei-
spiel der HepG2 Zelllinie nachgewiesen, zeigen sich deutlich geringere Konzentration von
CYP3A4 im Vergleich zu humanen Zellen. In neueren Zellmodellen konnte der Gehalt an Cy-
tochrom P450 Enzymen durch Einbringen von viralen Vektoren deutlich erh6ht werden. Versu-

che mit solchen Zellmodellen machen die Ergebnisse vergleichbarer mit humanen Zellen.

Bei dem in dieser Arbeit angewendeten Versuchsmodell wurde zur Berechnung der Wirkstoff-
konzentrationen eine Verteilung der Substanzen ausschlieBlich im extrazelluliren Raum hypo-
thetisch angenommen. Neuere Untersuchungen zeigen, dass sich die einzelnen Wirkstoffe nicht
ausschlieBlich im extrazelluliren Raum verteilen (siche Tabelle 4). Daraus resultieren groBBere
Verteilungsvolumina der einzelnen Medikamente, die in weiteren Versuchsmodellen beriicksich-
tig werden miissen, um eine bessere Vergleichbarkeit der Wirkstoffkonzentrationen mit den er-

reichten Konzentrationen In-vivo zu erzielen.

Bei den in dieser Arbeit getesteten Wirkstoffen handelt sich um eine Auswahl der zurzeit von
den Arzneimittelbehorden zugelassenen Substanzen. Seit dem Abschluss der Versuche sind wei-
tere Wirkstoffe zugelassen worden und befinden sich zurzeit in der klinischen Anwendung. In
weiteren Versuchen ist eine Testung dieser Substanzen auf ihr Induktionspotential der CYP3A4
mRNA Bildung von groBer klinischer Bedeutung, um die Arzneimittelsicherheit dieser Substan-

zen zu erhdhen.
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AUC
CA
CAR
CCRS
cDNA
CYP
DMSO
DNA
dNTPs
DTT
EDTA
FI

GR
HAART
HIV
HWZ
IN

INI

Kb
LDH
MA
MIC
MDR
mRNA
MRP
NC
n.d.
NNRTI
NRTI
PBS

VIII. Abkiirzungsverzeichnis

Erworbenes Immunschwiche Syndrom (aquired immune deficiency
syndrom)

Flache unter der Kurve (Area under the curve)
Kapsid

Constitutive Androstane Receptor

Korezeptor Antagonisten

Complementary Desoxyribonukleinsiure
Cytochrom P450

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonukleotid-5"-Triphosphate
1,4-dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsiure

Fusionsinhibitoren

Glucocorticoidreceptor

Hochaktive antiretrovirale Therapie

Humanes Immundefizienz Virus

Halbwertszeit

Integrase

Integrase Inhibitoren

Kilobasenpaare

Laktatdehydrogenase

Matrix

metabolic intermediate complex

Gen des P-gp Transportproteins (Multidrug Resistence Protein 1)
Boten-RNA (Messenger RNA)

Multidrug Resistence Related Protein

Nucleocapsid

nicht determiniert

Nicht Nukleoside Reverse Transkriptase Inhibitoren
Nukleotid Reverse Trankriptase Inhibitoren
Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
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PCR
Pgp

PI

PR
PXR
RT
RT-PCR
RNA
SD

SXR

Polymerase Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)
P-Glykoprotein

Proteaseinhibitor

Protease

Pregnane X Receptor

Reverse Transkriptase

Reverse Transkriptase-Polymerase Ketten Reaktion
Ribonukleinsdure

Standardabweichung

Steroid Xenobiotc Rezeptor
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IX. Anhang

Eidesstattliche Versicherung
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vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,,Induktion der CYP3A4-mRNA-Bildung in den Zellli-
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genutzt habe.
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ren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,,Uniform Requirements for Manu-
scripts (URM)* des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu Methodik
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ten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) entsprechen den URM (s.0.) und wer-
den von mir verantwortet.
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sprechen den URM (s.0.) und werden von mir verantwortet.
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wusst.
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