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Zusammenfassung:
Markus Greulich, Apotheker, 12.12.2003
Einfluss von Tensiden auf die Resorption von Substraten der ABC-Transportproteine

Referent : Prof. Dr. Gert Fricker
Koreferent: Prof. Dr. Helga Oeser

1.Standardisierung des Caco-2-Modells:

Das Caco-2-Modell ist das am weitesten verbreitete Resorptionsmodell. Zur
Verbesserung der Vergleichsmoglichkeiten von Ergebnissen, die in verschiedenen
Laboratorien erhalten werden, wurden in einem Ringversuch unter Teilnahme von
funf Einrichtungen die Permeabilitatseigenschaften von ausgewahlten Substanzen
unter Einhaltung vorher festgelegter Versuchsvorschriften bestimmt. Der Vergleich
zeigte keine Ubereinstimmung der Absolutwerte der Permeabilitatskoeffizienten. Es
wurde  jedoch  eine  einheitliche  Einstufung in  bezug auf die
Permeabilitatseigenschaften der Substanzen vorgenommen. Zusatzlich wurde eine
unterschiedliche Expression der aktiven Transportproteine, p-gp und MRP2
festgestellt. Dies stellt auch das grofdte Problem der Standardisierung des Modells
dar.

2. Einfluss von Tensiden auf die Resorption von Arzneistoffen:

Zahlreiche Arzneistoffe haben eine schlechte Bioverfligbarkeit, weil ihre intestinale
Resorption durch die Transportaktivitat von Exportproteinen, z.B. p-gp und MRP2,
eingeschrankt ist. Der Einfluss einer Reihe von Tensiden auf die Transportaktivitat
beider Proteine wurde im Caco-2-Modell untersucht. Viele Tenside inhibierten den
Transport durch p-gp, wobei die Poloxamere, z.B. Pluronic P85, die grofite Wirkung
zeigten. Einige Tenside hemmten den Transport durch MRP2. Hierbei waren
Cremophor RH40 und Solutol HS15 am effektivsten.

Nach Bestimmung der Kritischen Mizellbildungskonzentration zeigte sich, dass die
effektivsten Tensidkonzentrationen im Bereich der CMC liegen, was fur eine Aktivitat
der einzelnen Tensidmolekule und nicht der Mizellen spricht.

Die untersuchten Tenside verursachten eine Erniedrigung der Membranfluiditat der
Zellen. Dies kann zur Hemmung der Aktivitat der Transportproteine beitragen. Es
konnte jedoch kein Unterschied zwischen mehr oder weniger wirksamen Tensiden
festgestellt werden.

Die Tenside zeigten in den wirksamen Konzentrationen keine Toxizitat, was in zwei
Toxizitatsstudien gezeigt werden konnte.

Eine Resorptionsverbesserung von Arzneistoffen, die von p-gp und MRP2
transportiert werden, scheint durch Zugabe der wiksamen Tenside moglich zu sein.
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1.Standardisation of the Caco-2 model:

The Caco-2 model is the most common model for investigation of intestinal drug
absorption. In a study with participation of five laboratories the permeability
characteristics of a set of chosen drugs was determined under previously defined
standard operating procedures to improve the possibility of interlaboratory
comparison of results obtained with this model. The comparison showed a variation
in absolute permeability coefficients, but all groups determined a common ranking in
the permeability of the chosen drugs. In addition, altering expression of transport
proteins, p-gp and MRP2, could be observed which seems to be the greatest
problem in the standardisation of the Caco-2 model.

2. Influence of surfactants on absorption of drugs:

Many drugs have a low oral bioavailabilty because their intestinal absorption is
limited by the transport activity of export proteins. e.g. p-gp and MRP2. The influence
of a range of surfactants on transport activity of both proteins was investigated using
the Caco-2 model. Many surfactants caused an inhibition of p-gp, with poloxameres,
e.g. Pluronic P85, showing the greatest effect. A few surfactants caused an inhibition
of MRP2, hereby Cremophor RH40 and Solutol HS15 showed the most pronounced
effect.

After determination of the critical micellization concentration of surfactants it could be
observed that the most effective surfactant concentration was in the range of the
CMC suggesting inhibiting activity of single molecules rather than micelles.
Investigation of influence of all surfactants on membrane fluidity showed a decrease
of membrane fluidity. This might affect transport activity of p-gp and MRP2, but a
difference between more or less active surfactants could not be determined.
Surfactants did not cause any toxicity in effective concentrations as was shown in
two toxicity assays.

Absorption enhancement of drugs transported by p-gp and MRP2 seems to be
possible by adding effective surfactants.
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Einleitung

1 Einleitung

Die orale Gabe ist nach wie vor der bevorzugte Applikationsweg flr Arzneimittel, da
fur den Erfolg einer Arzneimitteltherapie die Patientencompliance von
entscheidender Bedeutung ist. Die Einnahme eines Arzneimittels ist fir den
Patienten auf diesem Weg am angenehmsten. Bei jedem anderen Applikationsweg,
z.B. dem parenteralen oder rektalen, nimmt die Bereitschaft zur
Arzneimitteleinnahme stark ab, was einer erfolgreichen Therapie oft im Wege steht.
Eine ausreichende Bioverfugbarkeit nach oraler Einnahme ist deshalb flr
Arzneimittel aulerst wichtig. Der Hauptresorptionsort flr Arzneistoffe nach oraler
Gabe ist der Dunndarm. Die wichtigste Barriere, die ein Arzneistoff hierbei
uberwinden mufB, ist das Dunndarmepithel. Fir eine Reihe von Wirkstoffen ist dies
allerdings nur in eingeschranktem Ausmal} moglich, da sie von im Dinndarmepithel
befindlichen aktiven Transportproteinen in das Darmlumen zurlck beférdert werden
und somit den Blutstrom nicht erreichen. Dies flhrt zu einer schlechten
Bioverfugbarkeit. Arzneiformen, die zur oralen Gabe zur Verfugung stehen, sind u.a.
Tabletten, Kapseln, Granulate, Losungen, Emulsionen und Suspensionen. Diese
Formulierungen enthalten oft pharmazeutische Hilfsstoffe, z.B. Tenside als
Ldsungsvermittler oder Emulgatoren. Laut Definition werden Hilfsstoffe als
physiologisch  inert  betrachtet. Durch  Wechselwirkungen mit  aktiven
Transportproteinen kénnen sie allerdings aktiv in den Resorptionsvorgang eingreifen.
Dieser Effekt kdonnte dazu ausgenutzt werden, die Bioverflugbarkeit nach oraler
Applikation einiger dieser Problemarzneistoffe zu verbessern. Diese Wechselwirkung
kann sich allerdings auch nachteilig auswirken, falls diese Eigenschaft von Tensiden
als eigentlich physiologisch inert eingeschatzten Hilfsstoffen bei der
Rezepturentwicklung unterschatzt wird.

1.1 Resorption

Der Hauptresorptionsort flur Nahrstoffe, wie z.B. Elektrolyte, Monosaccharide,
Aminosauren, Di- und Tripeptide oder Vitamine, aber auch fur Arzneistoffe, ist der
Dunndarm. Er ist ein schlauchférmiges Organ, bestehend aus der Serosa, die sich
aus Langs- und Ringmuskulatur zusammensetzt, und der Mukosa, die sich aus einer
Muskelschicht und der Epithelzellschicht zusammensetzt. Die Epithelzellschicht
bildet die Grenze 2zum Darmlumen wund stellt somit die wesentliche
Resorptionsbarriere dar. Um seine Funktion als Hauptresorptionsorgan fur Nahrstoffe
erfullen zu koénnen, bendtigt der Dunndarm eine sehr grof3e Oberflache. Dies wird
durch die Auffaltung der Darmwand, Ausstulpungen der Epithelzellschicht und durch
die Ausbildung von Microvilli der Epithelzellen erzielt (Thews, 1999).
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1.1.1 Epithelzellschicht:

Die Epithelzellschicht besteht aus verschiedenen, ca. 20 ym hohen Zellen. In den
Krypten der Zotten liegen die Zellen noch undifferenziert vor. Die Zellen wandern
vom Boden der Krypten bis zur Spitze der Zotte und unterlaufen dabei eine
Differenzierung zu verschiedenen Zelltypen. An der Spitze der Zotte werden sie
abgeschilfert, wodurch eine standige Regenerierung der Zellschicht stattfindet.
Durchschnittlich wird so die Epithelschicht alle drei bis sechs Tage vollstandig
erneuert.

Die weitaus haufigste Zellart des Dinndarmepithels stellt der Enterozyt dar. Er ist
damit auch der fur den Resorptionsvorgang wichtigste Zelltyp.

Enterozyten sind saulenféormige, stark polarisierte Zellen von ca. 20um Hohe.
Charakteristisch auf der apikalen Seite ist die Burstensaummembran, die von den
Mikrovilli mit ca. 1um Hohe gebildet wird, und die flr die Resorption notwendige
Oberflachenvergrosserung sorgt. Zusatzlich befindet sich hier zum Schutz der
Epithelzellschicht die Glykokalix, eine ca. 500 nm dicke Glycoproteinstruktur, die
kovalent an die Zellmembran gebunden ist. Durch sie wird die Mucusschicht, die aus
Wasser, Glycoproteinen, Elektrolyten und Proteinen besteht und die gesamte
Epithelzellschicht bedeckt, an die Oberflache gebunden. Die Mucusschicht ist ca.
100-500 um dick und ist Bestandteil des unstirred water layer (unbewegte
Wasserschicht). Ein weiteres wichtiges Merkmal ist die Ausbildung von tight
junctions, die durch die VerknlUpfung der Zellen miteinander durch spezielle Proteine
(z. B. Occludin und Claudin 1-6) gebildet werden und die fur einen dichten Abschluss
der Zellschicht gegentber dem Lumen sorgen (Tsukita et al., 1999,2001). In der
apikalen und basolateralen Membran befinden sich aullerdem aktive
Transportproteine, die fur die Resorption von Nahrstoffen, Elektrolyten, aber auch
von Arzneistoffen wichtig sind ( Madara et al., 1987; van Hoogdalem et al., 1989,
Armstrong, 1987).

Bild 1: Enterozyt (Hillgren et al., 1995): M-Mucus, GL-Glycokalix, MV-Microvilli, TJ, tight junctions, D-
Desmosom, IS-Intrazellularraum, N-Zellkern, MIT-Mitochondrien, E.C.-Enterozyt, B.L-Basalmembran
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1.1.2 Resorptionswege:

Um vom Darmlumen in den Blutstrom zu gelangen, muss ein Arzneistoff die apikale
und basolaterale Membran der Dunndarmepithelschicht Uberwinden. Diese
Membranen bestehen aus Phospholipiddoppelschichten, und stellen somit eine
lipophile Barriere dar. Ein Arzneistoff mul} deshalb ausreichend lipophile
Eigenschaften besitzen, um sich in die Lipidschicht einlagern zu konnen.
Andererseits sind aber auch hydrophile Eigenschaften notwendig, da nur in Losung
befindliche Arzneistoffe resorbiert werden kdnnen. Ein erstes Hindernis auf dem Weg
vom Darmlumen zur Epithelzellschicht stellen bereits der unstirred water layer und
die Mucusschicht dar. Da es sich hierbei um eine wassrige Schicht handelt, kann es
besonders fur lipophile Arzneistoffe schwierig sein, in diese Schicht einzudringen.
Auch eine Bindung an die Mucusschicht kann unter Umstanden zu einer
verminderten Resorption fuhren (Martinez et al., 2002; Jackson, 1987).

Es gibt verschiedene Wege, wie Stoffe die Barriere der Dinndarmepithelzellschicht
uberwinden konnen (Hillgren et al., 1995; Lennernas, 1997).

Lamina Propria

Bild 2: Resorptionswege (Hillgren et al., 1995)

1.1.2.1 Transzellulare Passive Diffusion :

A: Der fur viele Arzneistoffe wichtigste Transportweg ist passive transzellulare
Diffusion. Hierbei  diffundiert der  Wirkstoff passiv  aufgrund  des
Konzentrationsgefalles zwischen apikaler und basolateraler Seite der Zellschicht
durch beide Membranen. Die so resorbierten Arzneistoffe missen eine ausreichende
Lipophilie besitzen.

1.1.2.2 Transporter-vermittelte transzellulédre Diffusion:

B: Durch ihre Ahnlichkeit zu Nahrstoffen, die durch einen aktiven Transport resorbiert
werden, wie z. B. Dipeptide, sind einige Arzneistoffe Substrate dieser Transporter
und kénnen so aktiv durch die apikale Membran geschleust.

-3-
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1.1.2.3 Parazelluldre Passive Diffusion:

C: Dieser Resorptionsweg ist bei Vorhandensein eines intakten Epithels fur
Arzneistoffe von untergeordneter Bedeutung. Durch die Ausbildung von tight
junctions, die im Dunndarmepithel stark ausgepragt ist, kommt es zu einem dichten
Abschluss der Epithelzellschicht gegentuber dem Darmlumen. Die tight junctions
nehmen auferdem nur 0,01% der Dunndarmoberflache ein, dadurch ist die
Oberflache, die dem parazellularen Transportweg zur Verfugung steht, sehr klein. Es
besteht jedoch die Mdglichkeit die tight junctions, z. B. durch die Applikation von
Resorptionsenhancern, teilweise zu 6ffnen. Auch eine pathologische Veranderung
der tight junctions kann zu einem teilweisen Verlust der Barrierefunktion der
Zellschicht fuhren. In diesen Fallen hat der parazellulare Transportweg einen
entscheidenden Anteil an der Gesamtresorption von Arzneistoffen (F).

1.1.2.4 Vesikulédrer Transport:

D, E : Eine weitere Moglichkeit der Resorption von Arzneistoffen ist der Transport in
Membranvesikeln, die sich an der apikalen Membran abschniren und den Wirkstoff
auf der basolateralen Seite freigeben (Endozytose). Fir Arzneistoffe ist dieser
Resorptionsweg ist aber ebenfalls von untergeordneter Bedeutung.

1.1.2.5 Transzelluldre Passive Diffusion unter Einfluss von polarisierten
Effluxmechanismen:

G: Dies ist ein Sonderfall der passiven transzellularen Diffusion. Die Arzneistoffe
diffundieren passiv durch beide Membranen, sind aber Substrate von apikal
lokalisierten aktiven Transportproteinen, die die Wirkstoffe unter Energieverbrauch
zurtck in das Darmlumen transportieren. Somit gelangt nur ein kleiner Teil der
Arzneistoffmenge zur basolaterale Seite der Epithelzellschicht, was zu einer
schlechten Bioverflugbarkeit fuhrt. Wichtige Transportproteine, die im Dunndarm
vorkommen sind u.a. p-Glykoprotein (p-gp) und das Multi-drug-resistance-related
Protein 2 (MRP2) (Fricker et al. 2001; Taipalensuu, 2001).

1.2 In Vitro-Modelle:

Es ist von Bedeutung, die Resorptionseigenschaften eines Arzneistoffs zu kennen.
Um die Anzahl von Tierversuchen zu verringern und um Reihenuntersuchungen
durchfihren zu kénnen und dadurch Kosten zu sparen, wurden verschiedene In
Vitro-Modelle entwickelt, die zum Ziel haben, die physiologischen Verhaltnisse
nachzuahmen (Pelkonen et al., 2001; Bohets et al., 2001).

1.2.1 lIsoliertes Gewebe:

Es gibt verschiedene Modelle unter Verwendung von isoliertem Dunndarmgewebe,
z.B. Schweinedarm. Ein weit verbreitetes Modell ist die Ussing-Kammer, eine
Vorrichtung, in die ein Stick Dinndarmgewebe, mit oder ohne Serosa, zwischen

-4 -
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zwei Kammern eingespannt wird. Dieses Modell hat den Vorteil, dass es die
physiologischen Bedingungen gut imitiert, und dass man verschiedene
Darmsegmente verwenden kann. Nachteile sind die zeitaufwendige Isolierung, die
kurze Lebensfahigkeit nach der Isolierung durch die problematische
Sauerstoffversorgung des Gewebes, die grof3e bendtigte Arzneistoffmenge und die
begrenzte Anzahl an pro Isolierung erhaltenen Praparaten. Diese Modelle werden
deshalb eher zur mechanistischen Aufklarung von Resorptionsvorgangen und
weniger zur routinemaligen Untersuchung der Resorptionseigenschaften von
Arzneistoffen verwendet.

1.2.2 Zell-Modelle:

Da die Epithelzellschicht des Diunndarms die entscheidende Resorptionsbarriere
darstellt, besteht die Moglichkeit, Resorptionsmodelle weiter zu vereinfachen, und sie
auf diese Zellschicht zu reduzieren (Braun et al., 2000).

1.2.3 Isolierte Enterozyten:

Den physiologischen Bedingungen am ehesten entspricht die Verwendung von
isolierten Enterozyten, da diese die mit Abstand am haufigsten vorkommende und fur
die Resorption entscheidende Zellart des Dunndarmepithels darstellen. lhre
Anwendung als Resorptionsmodell ist aber problematisch, da sie nur als
Zellsuspension zu kultivieren sind. Sie haften nicht an Oberflachen an, bilden keine
zusammenhangende Zellschicht aus und zeigen somit keine Polarisation. Es kann
deshalb nur die Arzneistoffaufnahme in die Enterotzytenzelle untersucht werden und
nicht der Transport durch eine Epithelzellschicht. Dadurch ist mit isolierten
Enterozyten kein Resorptionsmodell im eigentlichen Sinn realisierbar ( Hillgren et al.,
1995).

1.2.4 Membranvesikel:

Membranvesikel aus der Burstensaummembran oder der basolateralen Membran
von Enterozyten kann man relativ einfach und in grof3er Anzahl herstellen. Sie
ermoglichen die Untersuchung der Aufnahme von Arzneistoffen in die
Membranvesikel. Dadurch wird der Durchtritt von Arzneistoffen durch die
Enterozytenmembran und damit die Aufnahme in die Epithelzelle simuliert. Somit
wird auch hier nur ein Teilaspekt der Resorption und nicht die Resorption im
Gesamten untersucht. Die Verwendung von Membranvesikeln dient deshalb vor
allem zur mechanistischen Aufklarung von Transportprozessen in der
Epithelzellmembran (Proulx, 1991).
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1.2.5 Zellkultur-Modelle:

Aufgrund der Probleme bei der Kultivierung von isolierten Enterozyten verwendet
man Zelllinien, die aus Tumoren isoliert wurden. Sie besitzen im Vergleich zu
isolierten Enterozyten einige entscheidende Vorteile. Sie sind relativ problemlos zu
kultivieren, sie haften leicht an Oberflachen an, sie proliferieren sehr schnell und
bilden zusammenhangende Zellschichten aus. Aul’erdem polarisieren sie stark, d.h.
sie bilden die charaktersichtischen Eigenschaften der luminalen
Burstensaummembran und der basolateralen Membran aus. Durch die mogliche
Kultivierung auf Filtern sind sowohl die apikale als auch die basolaterale Seite
zuganglich, sodass mit diesem Modell der Durchtritt eines Arzneistoffs durch die
Epithelzellschicht und nicht nur die Aufnahme in die Epithelzelle untersucht werden
kann. Mit Hilfe dieser Zelllinien wurde es also mdglich ein Zellkultur-Modell, das als
Resorptionsmodell bezeichnet werden kann, zu realisieren.

Neben MDCK- ( Madin Darby Canine Kidney) und HT-29-Zellen ist die am haufigsten
als Resorptionsmodell verwendete Zelllinie die Caco-2 Zelllinie (Hidalgo et. al, 1989;
Artursson, 1989).

1.2.5.1 MDCK:

Hierbei handelt es sich um aus Hunden isolierte Nierenepithelzellen. Die
Verwendung als Modell zur Simulation der Resorption im Dunndarm erscheint
zunachst verwunderlich, ist aber trotzdem moglich, da sie als Epithelzellen die
wichtigsten Barriereeigenschaften aufweisen und fir viele Arzneistoffe eine
ausreichende In Vivo-In Vitro-Korrelation aufweisen. Sie haften an Oberflachen an,
proliferieren sehr schnell und bilden eine dichte, zusammenhangende Zellschicht aus
Aulerdem ist kann die Transfektion die Expression wichtiger Transportproteine ( z.B.
p-gp, MRP2) ermdglicht werden. Versuche mit MDCK-Zellen liefern deshalb haufig
vergleichbare Ergebnisse zu Versuchen mit Darmzellen. Vorteilhaft ist die sehr kurze
Kulturdauer von nur drei Tagen bis zur Versuchsdurchfihrung, von Nachteil ist der
nicht-menschliche Ursprung.

1.2.5.2 HT-29:

Menschliche Kolonkarzinomzellen sind der Ursprung der HT-29-Zelllinie. Diese
Zellen bilden unter normalen Bedingungen keine zusammenhangende Zellschicht
aus, konnen aber unter besonderen Kulturbedingungen zur Ausbildung von
polarisierten Zellschichten und auch zur Bildung von Mucus angeregt werden. Da die
Barriereeigenschaften von HT-29-Zellen nicht ausreichend genug ausgepragt sind,
ist ihre Verwendung als Resorptionsmodell eingeschrankt. Von wichtigerer
Bedeutung ist ihre Verwendung als mucus-produzierende Zellen ( Hildalgo, 2001).
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1.2.5.3 Caco-2:

Das Zellkulturmodell, das am haufigsten als Resorptionsmodell Verwendung findet,
ist das Caco-2-Modell. Hierbei handelt es sich um menschliche Adenokarzinom-
Zellen, die aus dem Kolon eines 72-jahrigen Mannes kaukasischer Rasse isoliert
wurden. Diese Zelllinie besitzt die zur Verwendung als Resorptionsmodell wichtigsten
Eigenschaften. Sie ist relativ einfach zu kultivieren. Caco-2-Zellen haften sehr gut an
Oberflachen, z.B. auf dem Kunststoffmaterial von Zellkulturflaschen oder auch auf
Filtermaterialien. Sie proliferieren sehr gut und bilden nach einigen Tagen eine
zusammenhangende Einzelschicht aus. Nach dieser Phase tritt die Polarisierung der
Zellen ein, d.h. die Zellen nehmen die fur Epithelzellen charakteristische
saulenformige Struktur an, es bildet sich eine Birstensaummembran aus und
Transportproteine werden exprimiert (Ho, 1994; Makhey et al. 1998; Gutmann et al.
1999; Hirohasaki, 2000; Walgren, 2000). Nach ungefahr drei Wochen ist die
Polarisierung abgeschlossen und die Zellen kénnen fur einen Resorptionsversuch
verwendet werden. Sie stellen durch eine starke Auspragung von tight-junctions eine
sehr undurchlassige Barriere dar. Da es sich nicht um Dunndarm-, sondern um
Kolonepithelzellen handelt, bilden sie eine etwas dichtere Barriere als das
Dunndarmepithel aus und spiegeln so nicht eindeutig die physiologischen
Verhaltnisse wider. Diese Eigenschaft ist aber fur die Verwendung im Modell nicht
unbedingt von Nachteil, da dadurch der Bereich zur Einstufung der Arzneistoffe
etwas breiter wird. AulRerdem konnte eine ausreichende In Vitro-In Vivo-Korrelation
nachgewiesen werden (Artursson et al.,, 1991, 2001; Yee, 1997). Aufgrund dieser
Eigenschaftten entwickelte sich dieses Modell seit seiner Etablierung zu Beginn der
90er Jahre in den letzten Jahren zu dem am meisten verwendeten und am besten
charakterisierten Resorptionsmodell (Artursson, 1989; Audus et al., 1990; Hidalgo et
al., 1989; Hilgers et al., 1990). Da es sich aber um Krebszellen handelt, kbnnen sich
die Zellen im Lauf der Kultivierung verandern, sodass die Morphologie und
bestimmte Zelleigenschaften, wie z.B. die Exprimierung von Transportproteinen unter
Umstanden nicht sehr stabil sind. Eine regelmaliige Kontrolle der Zellen und eine
strikte kontinuierliche Einhaltung der Arbeitsvorschriften sind deshalb unbedingt
erforderlich. Trotz der Verwendung des Modells in sehr vielen Labors gibt es keine
standardisierten Laborvorschriften, sodass es problematisch ist, die Ergebnisse
unterschiedlicher Labors direkt zu vergleichen (Walter et al., 1995; Hosoya et al.,
1996; Artusson et al, 1997; Briske-Anderson et al., 1996; Anderle e al., 1998). Trotz
dieser Nachteile ist die Verwendung des Modells weit verbreitet, da die Vorteile
eindeutig Uberwiegen. Der apparative Aufwand ist geringer als bei Verwendung von
isoliertem Gewebe, sodass wesentlich mehr Untersuchungen durchgefuhrt werden
konnen. Es kann mit sehr kleinen Volumina gearbeitet werden, somit auch mit sehr
kleinen Arzneistoffmengen. Dies ist besonders in der industriellen Entwicklung von
Bedeutung ist, da hier im Fruhstadium der Arzneistoffentwicklung nur sehr geringe
Arzneistoffmengen zur Verfigung stehen (Bailey et al., 1996). Auch der Nachteil der
relativ langen drei-wochigen Kulturdauer, kann durch vielversprechende Ergebnisse
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bei der Entwicklung eines Modells mit dreitagiger Kulturdauer unter speziellen
Kulturbedingungen behoben werden (Lentz et al., 2000; Chong et al. 1997; Liang et
al., 1999; da Violante et al., 2002).

1.2.6 Kiinstliche Membranen:

Eine weitere Vereinfachung des Systems ist die Verwendung von kulnstlichen
Membranen. Hierbei werden Filter mit Lipiden impragniert, um so die
Resorptionsbarriere zu imitieren. Man entfernt sich mit diesem Modell sehr weit von
den physiologischen Bedingungen. Wesentliche Faktoren koénnen nicht erfasst
werden, wie z.B. enzymatische Vorgange, aktive Transportprozesse und den
parazellularen Transportweg. Eigentlich kdnnen nur die passiven transzellularen
Transporteigenschaften untersucht werden, sodass dieses Modell im Vergleich zum
Zellkulturmodell trotz der einfachen Handhabung und einer hohen Durchsatzrate
entscheidende Nachteile hat. Ein kommerzielles System ist z.B. unter der
Bezeichnung PAMPA (parallel artificial membrane permeation assay) erhaltlich
(Hidalgo, 2001).

1.2.7 Computermodelle:

In letzter Zeit gibt es auch die Moglichkeit mit Computermodellen die
Resorptionseigenschaften zu berechnen. Zugrunde liegen hier die chemischen
Eigenschaften der Arzneistoffe, die relativ einfach bestimmt werden konnen.
Problematisch ist hier die bisher relativ geringe Datenmenge, auf der die weiteren
Berechnungen beruhen. Sollte sich diese Basis aber noch verbreitern, kdnnen
Computermodelle  sicherlich mit Einschrankungen zur Einschatzung der
Resorptionseigenschaften von Arzneistoffen beitragen (Bohets et al., 2001;
Yamashita et al. 2002, Kulkarni et al. 2002).

1.3 BCS (Biopharmaceutics Classification System):

Das biopharmazeutische Klassifizierungssystem ist ein von der Food and Drug
Administration entwickeltes Hilfsmittel zur Abschatzung der
Resorptionseigenschaften von Arzneistoffen (Amidon et al., 1995). Die Einteilung
erfolgt nach den Ldslichkeits- und Permeabilitatseigenschaften von Arzneistoffen.
Die Loslichkeit kann relativ einfach in Ldsungsversuchen bestimmt werden. Die
Permeabilitatseigenschaften kénnen durch Resorptionsstudien im menschlichen
Organismus bestimmt werden. Eine Substanz wird als gut permeabel (highly
permeable) eingestuft, falls 90% der Arzneistoffdosis resorbiert werden. Diese
Einstufung kann auch mit den oben erwahnten In Vitro Modellen erfolgen, wenn ihre
Eignung durch Korrelation mit Referenzsubstanzen nachgewiesen wurde (FDA
Guidance for Industry, Oct. 2000).
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Die Einteilung erfolgt danach in 4 Klassen:

Klasse Loslichkeit (solubility) Permeabilitat (permeability)
1 gut (high) gut (high)
2 schlecht (low) gut (high)
3 gut (high) schlecht (low)
4 schlecht (low) schlecht (low)

Eine weitere Einteilung erfolgt nach der Freisetzungsgeschwindigkeit der Arzneiform
bzw. Losungsgeschwindigkeit des Arzneistoffs. Die Bestimmung kann mit einer
Freisetzungsapparatur nach USP durchflihrt werden. Bei Vorliegen einer schnell
freisetzenden Arzneiform (immediate release dosage form) und einer erfolgten
Einstufung des Wirkstoffs in die Klasse 1 raumt die FDA die Mdglichkeit ein, eine
Erlassung von In Vivo-Resorptionsstudien, die eigentlich fir eine Zulassung des
Arnzeimittels notwendig waren, zu beantragen (FDA, Giudance for Industry, Aug.
2000). Dieses Vorgehen kann dadurch begrindet werden, dass fur Arzneistoffe der
Klasse 1 eine sehr gute In Vivo-In Vitro-Korrelation zu erwarten ist. Dies ist unter
gewissen Voraussetzungen auch fur Arzneistoffe der Klassen 2 und 3 der Fall.
Deshalb gibt es mittlerweile Bestrebungen dieses Vorgehen auch auf Arzneistoffe
dieser Gruppen auszudehnen. Auch die relativ strengen Einteilungskriterien werden
Uberdacht, sodass madglicherweise eine gréliere Anzahl an Arzneistoffen in diese
Gruppen eingeteilt werden koénnte (FDA, Lawrence et al., 2001) . Da eine
Bestimmung der Permeabilitatseigenschaften in In Vitro-Modellen wesentlich
einfacher und kostengunstiger als die Durchfiihrung von In Vivo-Studien ist, wird die
Verwendung von In Vitro-Modellen, besonders des Caco-2-Modells, sicherlich noch
an Bedeutung gewinnen.

1.4 Aktive Transportproteine:

Im Durndarmepithel gibt es ein Reihe von aktiven Transportproteinen, die auf die
Arzneistoffresorption einen grof3en Einfluss haben. So werden z.B. Cephalosporine
von Dipeptidtransportern aktiv in die Zelle geschleust und so besser resorbiert.
Wirkstoffe konnen aber auch aktiv ins Darmlumen sezerniert werden. Wenn ein
Arzneistoff Substrat von Effluxpumpen ist, kann er aus der Epithelzelle- oder
Epithelzellmembran direkt zurtick in das Darmlumen transportiert werden, wodurch
seine Resorption vermindert und seine Bioverflugbarkeit nach oraler Gabe gesenkt
wird. Die wichtigsten im Dinndarm vorkommendenTransportproteine dieser Gruppe
sind p-glycoprotein, p-gp, und Multi-drug-resistance-related Protein 2, MRP2. Sie
gehoren beide der gro3en Gruppe der ABC-Transporterfamilie an (Kusuhara et al.,
2002, Ayrton et al., 2001; Bodo et al. 2003; Suzuki, et al. 2000).
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1.4.1 ABC-Transporter:

ABC bedeutet Adenosintriphosphat (ATP) binding cassette und steht fir die 27 kDa
schwere ATPase, die als hochkonserviertes Molekilteil das gemeinsame Merkmal
der riesigen ABC-Transporterfamilie darstellt. Durch ATP-Hydrolyse treibt sie den
Transport von Substanzen durch Zellmembranen gegen einen
Konzentrationsgradienten an. Dieser Transport kann nach innen oder nach auf3en
gerichtet sein. Mitglieder der ABC-Transporterfamilie kdnnen in gro3er Anzahl in
allen Organismen gefunden werden. Das Substanzspektrum, das von diesen
Proteinen transportiert wird, ist riesig und reicht von kleinsten Substanzen, wie z.B.
Chlorid-lonen Uber Phospholipide, vielen Arzneistoffmolekulen, Lipopolysacchariden,
Peptiden bis hin zu sehr grollen Polypeptiden. Wichtige Vertreter, die im
menschlichen Organismus vorkommen, sind CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), ein Chlorid-Kanal, dessen genetischer Defekt die erbliche
Krankheit Mukoviszidose hervorruft, oder auch p-gp und die MRP-Familie.
Substanzen, die von ABC-Transportern transportiert werden, werden im weiteren als
Substrate bezeichnet, obwohl dies definitionsgemaly eigentlich nicht korrekt ist, da
ATP das eigentliche Substrat dieser Transporter darstellt (Holland et al.,1999;
Schinkel et al., 2002; Dean et al., 2001).

1.4.2 p-Glycoprotein:

1.4.2.1 Multi Drug Resistance (MDR):

MDR wurde als klinisches Phanomen zuerst bei der Zytostikatherapie von
Krebspatienten beobachtet, die Kreuzresistenzen gegen verschiedene Zytostatika
entwickelten. MDR kann schon zu Beginn einer Zytostatikabehandlung vorhanden
sein oder sich erst im Laufe der wiederholter Zytostatikagabe entwickeln. Das
Transportprotein, p-glycoprotein, wurde in groRen Mengen in diesen resistenten
Tumorzellen gefunden. Da zahlreiche Zytostika Substrate von p-gp sind, wird der
Transportaktivitat von p-gp ein Beitrag zum Entstehen von MDR zugeschrieben.
Substrate werden aus der Krebszelle heraustransportiert und kdnnen ihre Zielstruktur
in der Zelle, wie z. B. den Zellkern, nicht in einem ausreichenden Ausmalf erreichen
und dadurch ihre Wirkung nicht entfalten (Aszalos et al., 1998; Krishan et al. 1997)

1.4.2.2 Aufbau:

Das Protein hat ein Molekulargewicht von 170 kDa, und setzt sich aus zwei Halften
mit je 6 Transmembrandomanen und je einer intrazellularen ATP-Bindungstelle
zusammen (Ambudkar et al. 1999).

-10 -



Einleitung

Bild 3: Modellhafte Darstellung von p-gp (Higgins et al.)

1.4.2.3 Transportmechanismus:

Der exakte Mechanismus ist noch nicht aufgeklart, aber man nimmt an, dass zuerst
ATP an eine der beiden intrazellularen ATP-Bindungstellen bindet und sich dann das
Substrat an eine Bindungstelle anlagert, die sich im inneren Leaflet der Membran
befindet. Durch ATP-Hydrolyse kommt es zu einer Konformationsanderung des
Proteins, das Substrat gelangt dadurch in das aul3ere Leaflet und von dort zurtick auf
die apikale Seite. Danach wird anorganisches Phosphat und ADP abgegeben. Die
ATP-Bindungstelle wird somit frei fir einen neuen Transportzyklus. Im Besonderen
das Zusammenwirken beider ATP-Bindungsstellen und die Wechselwirkungen
zwischen beiden Substratbindungsstellen sind bisher noch nicht ausreichend
aufgeklart (Eytan et al. 1999).

1.4.2.4 Substrate:

Bemerkenswert ist das fur einen aktiven Transporter aullerst breite
Substratspektrum. Generell werden eher lipophile und kationische Substanzen
transportiert. Dazu zahlen z.B. Zytostatika, wie Vinca-Alkaloide, und Anthrazykline,
HIV-Proteaseinhibitoren, wie Ritonavir und Saquinavir, Immunsupressiva, wie
Cyclosporin A, Calciumantagonisten, wie Verapamil, oder auch Herzglykoside, wie
Digoxin (Seelig, 1997; Seelig et al. 2000).

1.4.2.5 Vorkommen:

Eine ausgepragte Expression von p-gp findet man in Tumorzellen, was zum
Phanomen der MDR beitragt. Ein physiologisches Vorkommen findet man z.B. in
Leber und Niere. Durch Anordnung in der luminalen Membran von Hepatozyten bzw.
Tubuluszellen tragt p-gp hier zu aktiv zur Elimination seiner Substrate bei. Durch die
ausgepragte Expression in Gehirnkapillarendothelzellen verhindert p-gp durch seine
Transportaktivitat ein Eindringen seiner Substrate vom Blutstrom in das
Gehirngewebe und tragt dadurch entscheidend zur Ausbildung der Blut-Hirn-
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Schranke, einer speziellen Barriere zum Schutz des Gehirns, bei. Ein hohes
Vorkommen an p-gp findet man auch im Dunndarm. Hier werden die Substrate aus
der luminalen Enterozytenmembran zurtck in das Darmlumen befordert, wodurch die
Resorption dieser Substanzen stark verringert wird. Dies sind die am besten
untersuchten Gewebearten mit der ausgepragtesten p-gp-Expression. AulRerdem
findet man p-gp z.B. noch in Plazenta, Nebennierenrinde und Knochenmark
(Gottesman et al. 1993).

1.4.2.6 Physiologische Funktion:

Uber die physiologische Funktion gibt es noch einige Diskussion. Ein
Schutzmechanismus scheint am wahrscheinlichsten zu sein, was durch das oben
beschriebene Vorkommen und die erwahnte Transportrichtung begrindet werden
kann. Ein Groldteil der Substrate sind toxische oder fur den Koérper schadliche
Substanzen. Durch den aktiven Transport von p-gp im Dianndarm wird die Resorption
stark eingeschrankt. Gelangen diese Substanzen trotzdem in die Blutbahn wird ein
Eindringen dieser Substanzen in das sehr empfindliche Gehirn verhindert und die
Exkretion durch Niere, Leber wird beschleunigt. Flr einige Arzneistoffe ist dies von
Nachteil, da sie deshalb nicht in ausreichendem Ausmal’ an ihren Wirkort gelangen.
Viele sind aber in erster Linie fur den gesunden Organismus toxische Substanzen,
wie z.B. Zytostatika oder Digoxin. Erst im Krankheitsfall wird eine erhohte
Konzentration dieser Arzneistoffe im Organismus erwlnscht. Deshalb kann man
auch hier von einer sinnvollen Schutzfunktion des Korpers ausgehen, obwohl hier fur
den Patienten ein nachteiliger Effekt durch die Aktivitat von p-gp zu beobachten ist.
Eine aus einer fehlenden p-gp-Expression resultierende Krankheit ist nicht bekannt.
Bei Mausen, die p-gp nicht exprimieren, wurde lediglich eine erhéhte Empfindlichkeit
gegenuber toxischen Substanzen festgestellt (van Tellingen, 2001; Johnstone et al.
2000).

1.4.3 MRP2:

1.4.3.1 Multi-Drug-Resistance:

Wie auch p-gp kann die Familie der Multi-Drug-Resistance Proteine zum klinischen
Phanomen der Multi-Drug-Resistance beitragen, indem sie Zytostatika aus den
Tumorzellen heraustransportieren und so deren Wirkung stark einschraken. MRP2
gehort zur dieser Familie, aus der bis jetzt 7 Mitglieder nachgewiesen wurden (Borst
et al. 2000).

1.4.3.2 Aufbau:

MRP2 hat ein Molekulargewicht von 190 kDa und setzt sich, ahnlich wie p-gp, aus
zwei Teilen mit je 6 Transmembrandomanen und je einer intrazellularen ATP-
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Bindungstelle. Zusatzlich besitzt MRP2 aber noch einen Molekulteil mit 5
Transmembrandomanen (Cole et al., 1998).

Gopyrighty1997 AleXlang

Bild 4: Modellhafte Darstellung von MRP2 (Cole et al., 1998)

1.4.3.3 Transportmechanismus:

Auch hier ist der Transportmechanismus noch nicht eindeutig aufgeklart. Die
bendtigte Energie wird durch ATP-Hydrolyse nach Bindung von ATP an die ATP-
Bindungsstellen des Transportproteins gewonnen: Wie diese Bindung erfolgt und wie
beide Bindungsstellen eventuell miteinander interagieren ist bisher noch nicht
bekannt. Beim Transport durch MRP2 spielt Glutathion (GSH) eine wichtige Rolle.
Man nimmt an, dass MRP2 zwei Substratbindungstellen besitzt, eine mit einer hohen
Affinitat zum Substrat und einer niedrigen zu GSH und eine mit einer hohen Affinitat
zu GSH und einer niedrigen zu dem Substrat. Wenn kein Substrat vorhanden ist,
bindet GSH an beide Bindungsstellen, voraus einer geringer GSH-Transport
resultiert. Bei niedriger Substratkonzentration wird eine Bindungsstelle von dem
Substrat besetzt, was zu einem Cotransport von Substrat und GSH flihrt. Bei hohen
Substratkonzentrationen kommt es zu einem alleinigen Transport von Substrat, da
beide Bindungsstellen besetzt werden. So versucht man zu erklaren, dass einige
Substrate, wie z.B. Vincristin und Doxorubicin, GSH als Co-Substrat bendtigen,
andere hingegen, z.B. Methotrexat, eigenstandig auch ohne GSH-Cotransport
transportiert werden. Konjugate mit Glutathion, Glucuronid oder Sulfat benétigen zum
Transport kein freies GSH, da ihre Affinitat zu beiden Bindungsstellen sehr hoch ist.
MRP2 ist wie p-gp in der apikalen Membran von Epithel- und Endothelzellen
lokalisiert. Im Gegensatz dazu sind andere Mitglieder der MRP-Familie, wie MRP1,
MRP3 und MRP5, in der basolateralen Membran lokalisiert (Borst et al. 1999).

1.4.3.4 Substrate:

Das sehr breite Substratspektrum umfasst zum einen amphiphile Anionen, vor allem
Konjugate mit Glucuronid, Glutathion und Sulfat, u.a. auch von endogenen
Substanzen, wie z.B Leukotrien, Bilirubin- und Estradiolderivaten, zum anderen aber
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auch eine Reihe von Zytostatika, z.B. Vincristin, Doxorubicin oder auch Cisplatin.
Lange vor seiner Zuordnung zur MRP-Familie und seiner Benennung als MRP2 war
das Transportprotein schon als in der kanalikularen Hepatozytenmembran
lokalisierter Anionentransporter unter dem Namen cMOAT (canalicular multispecific
organic anion transporter) bekannt (Keppler et al. 1999; Bakos et al., 2000).

1.4.3.5 Vorkommen:

MRP2 wurde in einigen Tumorzelllinien nachgewiesen und kann zur MDR beitragen,
da es in der Lage ist, verschiedene Zytostatika aus der Krebszelle zu transportieren.
Ein physiologisches Vorkommen findet man z.B. in Leber und Niere. Durch die
Lokalisation in der luminalen Membran der Hepatozyten und Tubuluszellen tragt es
durch seine Transportaktivitat zur Elimination bei. Im Dinndarn schrankt MRP2 die
Resorption seiner Substrate stark ein, da sie aus dem Dunndarmepithel zurtck in
das Darmlumen beférdert werden (Gerk et al., 2002).

1.4.3.6 Physiologische Funktion:

Wie bei p-gp steht auch hier wahrscheinlich ein Schutzmechanismus des
Organismus im Vordergrund, da durch die Aktivitat des Transportproteins die
Resorption toxischer Substanzen verhindert und deren Elimination beschleunigt wird.
Im Gegensatz zu p-gp, das hauptsachlich oder sogar ausschlieRlich exogene
Substanzen transportiert, gehdren zum Substratspektrum von MRP2 auch endogene
Substanzen, wie z.B. Leukotriene. Das Dubin-Johnsen Syndrom ist eine
Erbkrankheit, bei der es durch eine Mutation des MRP2-Gens zu keiner
Exprimierung des Transportproteins kommt, was durch den mangelnden Transport
von Bilirubinglucuroniden zu einer Hyperbilirubinamie fuhrt. Trotz des ahnlichen
Vorkommens in Leber, Niere und Dunndarm, der gleichen Transportrichtung und der
teilweise Uberlappenden Substratspezifitat, scheinen die beiden Transportproteine,
p-gp und MRP2, unterschiedliche physiologische Eigenschaften zu besitzen, da bei
MRP2 zur Schutzfunktion noch eine wichtige physiologische Funktion durch den
Transport endogener Substanzen hinzukommt (Leslie et al., 2001).

1.5 Tenside:

Tenside werden als Hilfsstoffe in pharmazeutischen Formulierung, wie z.B
Emulsionen, Suspensionen oder Ldsungen, vielseitig eingesetzt. Sie bestehen aus
hydrophilen und lipophilen Molekulteilen. Je nach Molekulaufbau stehen die
lipophilen oder hydrophilen Eigenschaften der Tensids im Vordergrund, was durch
den HLB(hydrophilic lipophilic balance)-Wert, der flr nicht-ionische Tenside als ein
Flnftel des prozentualen hydrophilen Molekularmassenanteils definiert ist,
charakterisiert werden kann. Aufgrund dieser amphiphilen Eigenschaften kénnen sie
u.a. als Emulgatoren, die bei einem HLB-Wert von 3 bis 6 Wasser-in-Ol-Emulsionen
und bei einem HLB-Wert von 8 bis 18 Ol-in-Wasser-Emulsionen ausbilden, oder
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auch als Lésungsvermittler, die einen HLB-Wert von 14-18 aufweisen, verwendet
werden. In Suspensionen lagern sie sich an die Partikeloberflachen an und tragen
durch eine Verringerung der Grenzflachenspannung zu einer
Stabilisierungserhéhung der Suspension bei. Als pharmazeutische Hilfsstoffe sollten
Tenside eigentlich pharmakologisch inert sein. Aufgrund der amphiphilen Strukturen
kann es aber zu Wechselwirkungen und Schadigungen der Zellmembran kommen,
weshalb toxikologische Untersuchungen unerlasslich sind. Besonders wenn man an
die Verwendung von Tensiden in peroralen oder parenteralen Zubereitungen denkt,
sind hier strenge Anforderungen an die verwendeten Tenside zu stellen. Eine
Einteilung kann aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften erfolgen (Saha et al.,
2000; Swenson et al., 1994; Kalinkova et al., 1999; Rege et al., 2000).

1.5.1 Anionische Tenside:

Anionische Tenside setzten sich aus einer hydropilen anionischen Kopfgruppe, z.B
einer Carboxyl- oder Sulfatgruppe, und einem langkettigen lipophilen Alkyrest
zusammen. Zu dieser Gruppe gehodren u.a. die Alkalisalze von Fettsauren, z. B.
Natriumstearat, die Schwefelsaureeseter hoherer Fettalkohole, z.B.
Natriumcetylstearysulfat (Lanette E), oder die Alkalisalze der Gallensauren, die durch
durch das Emulgieren von Fetten in der Nahrung eine sehr wichtige physiologische
Bedeutung besitzen. Ein Beispiel aus dieser Gruppe ist Natriumglycocholat. Da sie
physiologisch nicht unbedenklich sind, werden sie pharmazeutisch hauptsachlich in
topischen Zubereitungen und nicht in oralen oder parenteralen Zubereitungen
verwendet.

1.5.2 Kationische Tenside:

Kationische Tenside setzen sich aus einer, aufgrund seiner positiven Ladung,
hydrophilen quartarneren Ammoniumgruppe und einem lipophilen Alkylrest
zusammen. Der Hauptvertreter dieser Gruppe ist Benzalkoniumchlorid, das
pharmazeutisch aber haufiger aufgrund seiner dezinfizierenden und konservierenden
Eigenschaften als Konservierungsmittel und weniger aufgrund seiner amphiphilen
Eigenschaften als Emulgator eingesetzt wird.

1.5.3 Amphotere Tenside:

Der wichtigste Vertreter dieser Gruppe ist das Lecithin, ein Pospholipid, das sich aus
einem Glycerolgrundgerust, Phosphorsaure, einem Fettalkohol und einer
quartarneren Ammoniumverbindung zusammensetzt. Durch die Phosphat- und die
Carboxylgruppe besitzt es je nach Bedingungen des umgebenden Mediums eine
positive und eine negative Ladung. Da Lecithin ein naturlicher Membranbestandteil
ist, ist seine Verwendung in peroralen und parenteralen Zubereitungen physiologisch
unbedenklich.
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1.5.4 Nichtionsche Tenside:

Im Gegensatz zu den ionogenen Tensiden, besteht die hydrophile Gruppe der
Molekule dieser Gruppe nicht aus einer geladenen Gruppe, sondern aus
ungeladenen Hydroxyl- oder Polyoxyethylengruppen. Der lipophile Molekulanteil ist
auch hier in den meisten Fallen ein langkettiger Alkylrest. Die Gruppe der
nichtionischen Tenside ist sehr Vvielfaltig. Sie umfasst z.B. Fettalkohole
(Cetylstearyalkohol) und Sterole (Cholesterol), aber auch Sorbitanfettsaureester
(Span), Polyoxyethylen-Sorbitanfettsaureester (Tween) und Polyoxyethylen-
Fettsaureglyceride (Cremphor EL und Cremophor RH 40). Poloxamere sind
Blockcopolymere und bestehen aus einem lipophilen Mittelteil aus Polyoxypropylen
und zwei hydrophilen Endteilen aus Polyoxypropylen (Pluronic, Synperonic). Durch
Variation der Kettenlangen der lipophilen und hydrophilen Molekulbestandteile
konnen eine sehr grole Anzahl unterschiedlicher Tenside mit speziellen
Eigenschaften, wie z.B. verschiedenen HLB-Werten erhalten werden. Aufgrund ihrer
besseren physiologischen Vertraglichkeit im Vergleich zu ionischen Tensiden kdnnen
nichtionische Tenside nicht nur in topischen, sondern auch in peroralen und einige
auch in parenteralen Zubereitungen verwendet werden (Kosswig et al., 1993; Voigt,
2000; Bauer et al., 1999).
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1.6 Zielsetzung:

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere Zielsetzungen verfolgt:
1. Standardisierung des Caco-2-Modells:

In einen Ringversuch unter der Teilnahme mehrerer Laboratorien wurde ein Versuch
zur Standardisierung des Caco-2-Modells unternommen, um die Ergebnisse, die mit
diesem Modell unter unterschiedlichen Laborbedingungen und Arbeitsmethoden
erzielt werden, besser vergleichbar zu machen.

2. Untersuchung des Einflusses von Tensiden auf die Resorption von
Arzneistoffen:

Von besonderem Interesse waren Wechselwirkungen von Tensiden mit den ABC-
Transportproteinen, p-gp und MRP2. Zahlreiche Wirkstoffe sind Substrate dieser
Exportproteine und verfligen deshalb Uber eine schlechte Bioverfligbarkeit. Es sollte
untersucht werden, ob durch Tensidzugabe eine Resorptionsverbesserung dieser
Wirkstoffe, zu erzielen ist. Durchgefuhrt wurden diese Untersuchungen im Caco-2-
Modell, wobei die Expression beider Transportproteine zuvor durch Immunfarbung
nachgewiesen wurde.

3. Untersuchung von Erklarungsmoglichkeiten der festgestellten
Tensidwirkung:

Da die festgestellten Wechselwirkungen der Tenside mit p-gp oder MRP2 eine
auffallende Konzenrationsabhangigkeit zeigten, wurde die Kritische
Mizellbildungskonzentration der Tenside bestimmt, um einen mdglichen
Zusammenhang dieser Konzentrationen zu untersuchen.

Der Einfluss der Tenside auf die Membranfluiditdt von Caco-2-Zellen wurde
untersucht, da dies eine Beeintrachtigung der Funktion der in der Membran
lokalisierten Transportproteine zur Folge haben konnte.

Um eine zellschadigende Wirkungen der Tenside auszuschlieBen, wurden
Toxizitatsversuche mit Caco-2-Zellen durchgeflhrt.
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2 Materialien und Methoden:

21 Caco-2

2.1.1 Zellkultur:

Die verwendeten Caco-2-Zellen stammen aus der American Type Culture Collection,
Rockville, USA. Es wurden Zellen der Passagen 52 bis 65 verwendet. Um
morphologische Veranderungen, die durch haufiges Passagieren auftreten kdnnen,
zu vermeiden, wurden hdchstens 10 Passagiervorgange nach dem Auftauen
vorgenommen. Alle Arbeiten mit den Zellkulturen wurden unter aseptischen
Bedigungen in  einer  Laminar-Air-Flow-Arbeitsbank  durchgefihrt.  Eine
mikroskopische Kontrolle der Zellkultur erfolgte vor und nach jedem Arbeitschritt.

2.1.2 Aufbewahrung:

Die Zellen wurden in Kryokonservierungsrohrchen in Einfriermedium zu je 3 Millionen
Zellen pro ml in flissigem Stickstoff bei -196° C aufbewabhrt.

2.1.3 Auftauen:

Ein Kryokonservierungsrohrchen wurde aus dem Stickstofftank genommen und in
einem auf 37°C temperierten Wasserbad aufgetaut. Sofort nachdem die letzten
Eiskristalle verschwunden waren, wurde der Inhalt des Ro&hrchens in ein
Zentrifugenrohrchen, das 20ml Zellkulturmedium enthielt, Gberfhrt. Hierbei wurde
zlgig gearbeitet, da das Einfriermedium DMSO enthalt, das eine toxische Wirkung
auf die Zellen hat und durch diesen Arbeitsschritt verdinnt wurde. Danach wurde
kurz durchmischt und fir 5 Minuten bei 200xg zentrifugiert. Der Uberstand Gber dem
entstandenen Zellpellet wurde mittels Pasteurpipette und Vakuumpumpe abgesaugt.
Das Zellpellet wurde mit Hilfe einer Pipette durch mehrmaliges Auf- und Absaugen in
15ml Zellkulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Uberfihrt.

2.1.4 Kultivierung:

Die Zellen wurden in einem Inkubationsschrank bei 37°C, 5% CO,, 95% relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde dreimal wochentlich gewechselt. Alle
Flussigkeiten (Medium, Puffer, etc.), die mit den Zellen in Kontakt kamen, wurden
zuvor in einem Schuttelwasserbad auf 37°C temperiert.
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2.1.5 Passagieren:

Die Zellen wurden passagiert, wenn sie unter mikroskopischer Betrachtung zu 80%
konfluent waren. Dazu wurden sie einmal mit HBSS (kalzium- und magnesiumfrei)
gewaschen, danach wurden 10ml einer Trypsin/EDTA-LOsung (0,25%/0,02%)
zugegeben und im Brutschrank inkubiert bis sich alle Zellen vom Boden der Flasche
abgeldst hatten, was ungefahr 10 Minuten dauerte. Danach wurde der Inhalt der
Flasche in ein Zentrifugenrohrchen uUberfuhrt und fur 5 Minuten bei 200xg
zentrifugiert. Der Uberstand Giber dem entstandenen Zellpellet wurde abgesaugt und
das Zellpellet wurde in 10ml Zellkulturmedium resuspendiert. Zur Bestimmung der
Anzahl der Zellen in der Suspension wurden 100ul der Suspension mit 100ul einer
Trypanblaulésung (0,4%), gemischt und mikroskopisch mit einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Vitale Zellen erscheinen weil}, beschadigte Zellen werden
durch Eindringen des Farbstoffs in die Zelle blau gefarbt. Je 3 Millionen Zellen
wurden in 15ml Zellkulturmedium suspendiert, in eine Zellkulturflasche Uberfihrt und
im Inkubationsschrank kultiviert. Sie dienten zur weiteren Vermehrung der Zellen
durch weitere Passagiervorgange. Die restlichen Zellen wurden fur Transport- oder
Aufnahmeversuche verwendet und mit einer Dichte von 65 000 Zellen/cm? in die
jeweiligen Filter oder Platten ausgesat. Die erhaltene Zellsuspension wurde
aullerdem in den Versuchen zur Untersuchung der Membranfluiditat benutzt.

2.1.6 Einfrieren:

Zur langfristigen Lagerung wurde die Zellsuspension, die beim Passagieren erhalten
wurde, eingefroren. Hierzu wurde eine Zellsuspension von 3 Millionen Zellen pro ml
hergestellt und DMSO bis zur Endkonzentration von 10% zugegeben. 1ml dieser
Suspension wurde in ein Kryokonservierungsrohrchen Uberfihrt und im
Gefrierschrank bei —-70°C in einem Einfrierbehaltnis, das ein konstante
Abkuhlungsgeschwindigkeit von 1°C pro Minute gewahrleistet, eingefroren. Nach
einem Tag wurden die Kryokonservierungsrohrchen in einen Tank Uberflhrt, in dem
sie in flussigem Stickstoff bei —196°C langfristig gelagert werden konnen.

(Tavelin et al., 2000; Michael, 2000).

2.1.7 Aufnahmeversuche:

96-well-Platten (Flache pro well: 0,3cm? ) wurden mit Rattenschwanzkollagen
beschichtet. Dazu wurde das lyophilisierte Kollagen, wie vom Hersteller empfohlen
mit 0,02%iger Essigsaure geldst (Kollagen-Konzentration: 2mg/ml) und dann mit
Aqua bidest. vedunnt. Je 100yl dieser Ldésung wurden in ein Well pipettiert,
mindestens 3 Stunden im Well belassen und danach mit einer Pasteurpipette
abgesaugt. Die aufgebrachte Menge an Kollagen betrug 5ug/cm?. Danach wurden
200ul Zellsuspension pro Well mit einer Dichte von 65 000 Zellen/cm? aufgebracht.
Die Platte wurde dann fur ca. 21 Tage im Inkubationsschrank kultiviert und, wobei
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dreimal wochentlich das Medium gewechselt wurde. Vor dem Versuch wurde das
Medium entfernt und die Zellen zweimal mit KRB gewaschen. Danach wurden die
Probelosungen mit den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffen aufgegeben und die Platte
bei 37°C fur 90 Minuten inkubiert. Die Probelésungen wurden entfernt, die Zellen
wurden dreimal mit eiskaltem KRB gewaschen und zum Lysieren der Zellen wurde
pro Well 200pl einer 1%igen Triton-X 100-Losung zugegeben und 30 Minuten im
Dunkeln inkubiert. Die Bestimmung der pro Well vorhandenen
Fluoreszenzfarbstoffmenge erfolgte mit einem Fluoreszenz-Plattenreader, indem die
96-well-Platte direkt vermessen wurde. Die Probelosung, die ausschlielllich
Fluoreszenzfarbstoff enthielt diente als Referenz, auf die die Ergebnisse der
Probelésungen bezogen wurde. Der Versuch wurde als 4-fach-Bestimmung
durchgefuhrt.

2.1.8 Transportversuche:

Fur Transportstudien wurden die Zellen mit einer Dichte von 65 000/cm? auf
Transwell Clear™ Filtereinsatzen (Material: Polyester; Porengrdsse: 0,4 um; Flache:
1,13cm?) in 12-well-Platten fir mindestens 21 Tage kultiviert. Um hydrostatische
Effekte zu vermeiden, wurde zuerst das Medium im apikalen Kompartiment (0,5ml),
danach das Medium im basolateralen Kompartiment (1,5ml) abgesaugt und das
frische Medium in umgekehrter Reihenfolge zugegeben. Vor dem Versuch wurde das
Medium entfernt, zweimal mit KRB gewaschen und 30 Minuten im Trockenschrank
inkubiert. Zur Kontrolle, ob der Monolayer intakt war, wurde der transepitheliale
elektrische Widerstand (TEER) mit einem Widerstandsmessgerat (Millcell-ERS) mit
Chopstick-Elektroden (STX-2) gemessen. Danach wurde der Transportpuffer entfernt
und die Probeldsungen zugegeben. Je nach Richtung des zu untersuchenden
Transportes wurde in eine neue 12-well-Platte 1,5ml Transportpuffer oder
Probelésung vorgelegt und die Filter, die entweder 0,5ml Transportpuffer oder
Probelosung enthielten, wurden bei Versuchsbeginn in diese Platte umgesetzt. Das
Kompartiment mit Probelosung stellte das Donorkompartiment dar, das
Kompartiment, das den Transportpuffer enthielt bildet das Akzeptorkompartiment.
Nach 15, 30, 45, 60, 75 und 90 Minuten wurde eine Probe von 200ul aus dem
Akzeptorkompartiment entnommen und durch 200pl frischen Transportpuffer ersetzt.
Zusatzlich wurde zur Bestimmung der Ausgangskonzentration zu Beginn des
Versuchs eine Probe aus dem Donorkompartiment gezogen. Der
Fluoreszenzfarbstoffgehalt der Proben wurde mit Hilfe einer Eichgerade mit einem
Fluoreszenzspektometer (Ascent Fluoroskan™) bestimmt. Wahrend des Versuchs
wird die 12-well-Platte bei 100 Umdrehungen pro Minute geschuttelt (Titramax 101,
Orbit:3mm). Der Versuch wurde als Dreifach-Bestimung durchgefiihrt.
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2.1.9 Auswertung:

Die zu jedem Zeitpunkt durch den Filter gelangte Farbstoffmenge wurde berechnet
und gegen die Zeit aufgetragen. Die Steigung der Geradengleichung wurde durch
lineare  Regression berechnet und zur Berechnung des apparenten
Permeabilitdtskoeffizienten (Papp) nach folgender Formel verwendet:

Papp =" Vd{mor[cm /s]

dQ/dt = transportierte Menge pro Zeiteinheit ermittelt aus der Regressionsgeraden
[umol/s]

A = Flache der Zellschicht [cm?]

no = Ausgangsmenge im Donorkompartment [umol]

Vaonor = Volumen des Akzeptorkompartments [cm?]

(Leuenberger, 2002)

2.2 Immunfarbung:

Um die Transportproteine, p-gp und MRP2, nachzuweisen wurde eine Immunfarbung
durchgefuhrt.  Spezifische Antikdrper binden an Epitope der beiden
Transportproteine, werden durch Bindung eines fluoreszenzmarkierten sekundaren
Antikorpers sichtbar gemacht und mit einem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop
untersucht.

Um eine gute Anhaftung der Zellen zu gewahrleisten, wurden 8-well chamber slides
(Flache: 0,8cm?/well) mit Rattenschwanzkollagen beschichtet. Dazu wurden pro Well
200ul Kollagenlésung aufgebracht. Nach einer Zeit von mindestens 3 Stunden wurde
die Losung abgesaugt. Die aufgebrachte Kollagenmenge betrugt 5ug/cm?. Die Zellen
wurden mit einer Dichte von 65 000 Zellen/cm? aufgebracht (400ul Zellsuspension
pro Well) und 3 Wochen lang bei dreimaligem Mediumwechsel pro Woche kultiviert.
Vor dem Versuch wurden die Zellen zweimal mit PBS (500ul pro Well) gewaschen.
PBS wurde entfernt und je Well 100ul der Fixierldsung (3% Paraformaldehyd, 1%
Glutardialdehyd, 3,4% Sacharose) zugegeben und 3 Minuten lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die Fixierlosung entfernt, zweimal
mit PBS gewaschen (500ul pro well) und jeweils 10 Minuten auf den Zellen belassen.
Zum Permeabilisieren wurde nun fur eine Minute eine Triton X 100-Lésung (1% in
PBS) zugegeben, wobei der Objekttrager mit einem Plattenschuttler geschuttelt
wurde. Nach Entfernen der Lésung wurde PBS zugegeben und 10 Minuten auf dem
Objekttrager belassen. Nach Zugabe der primaren Antikdrperlésung (p-gp 1:10,
MRP2 1:20; in 0,2% Triton X 100) wurde eine halbe Stunde bei 37°C inkubiert und
erneut mit PBS gewaschen (2x 10 Minuten). Zur Markierung der primaren Antikorper
wurde ein FITC-markierter sekundarer Antikorper (1:50 in 1% BSA) zugegeben und
bei 37°C 30 Minuten lang im Dunkeln inkubiert. Zur Anfarbung der Zellkerne wurde

-21 -



Materialien und Methoden

dieser Losung Propdiumiodid (1ug/ml) zugesetzt. Als Negativkontrolle diente ein
Well, das nur mit dem sekundaren und zuvor nicht mit dem primaren Antikorper,
sondern mit PBS inkubiert wurde. Im Anschluss folgten drei Waschschritte mit PBS,
ein kurzer und zwei langere mit jeweils 10 Minuten. Zur Fixierung des Praparats
wurden die Kammeraufsatze entfernt, Polymount-Lsg. auf den Objekttrager
(ungefahr ein Tropfen pro Well) gegeben, ein Deckglas aufgelegt und mit Nagellack
fixiert. Das fertige Praparat wurde nun mit einem konfokalen Lasermikroskop
untersucht. Der Objekttrager kann bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt werden. Nach
Moglichkeit sollte er aber direkt nach der Farbung untersucht werden (Walgren et al.,
2000).

2.3 Gehirnkapillarendothelzellen aus Schweinehirn (porcine brain
capillary endothelial cells PBCEC):

2.3.1 Isolierung:

Die lIsolierung der Kapillarendothelzellen erfolgte aus Schweinehirn, das vom
Fleischversorgungszentrum Mannheim erhalten wurde. FUr eine Praparation wurden
ca. 18-20 (900-1000g) Schweinehirnhalften direkt bei der Schlachtung im
Fleischversorgungszentrum abgeholt und in klnstlicher Cerebrospinalflissigkeit
(kCSF) unter Eiskuhlung ins Labor transportiert. Die Zeit zwischen Schlachtung und
Beginn der Praparation im Labor betrug weniger als eine Stunde. Hier erfolgte zuerst
die Entfernung von Hirnhauten, Blutgefallen, Choroid Plexus, Kleinhirn und
verlangertem Rickenmark mit Pinzette und Skalpell. Die Hirnhalften wurden in KCSF
gesammelt und unter Eiskihlung aufbewahrt. Nach Kontrolle und Waschen mit KCSF
wurde die kortikale graue Substanz vom Grof3hirn mit einem Skalpell abgeschabt,
zerkleinert und in 100ml Praparationspuffer (4°C) gesammelt. Danach wurde mit
37°C warmem Transportpuffer zu 700ml auffgefullt, 50ml Dispase-Losung
zugegeben und der pH-Wert mit NaOH (1N) auf 7,4 eingestellt. Die Dispase-
Enkonzentration betrug 5mg/ml. Nach einstindiger Inkubation bei 37°C unter
standigem Ruhren wurde der Vorgang wiederholt und erneut eine Stunde inkubiert.
Der Ansatz wurde auf 4 Zentrifugenbecher verteilt und mit Praparationspuffer (4°C)
aufgeflllt und zentrifugiert (100xg, 10 Min., 4°C, Sorvall Superspeed RC-2B, Sorvall
GSA Rotor). Der Uberstand wurde verworfen und der Rest in 15%-iger Dextran-
Lésung aufgenommen. Durch die Dextran-Dichtezentrifugation (5800xg, 15Min., 4°C)
erfolgte eine erste Auftrennung in Gerhirnnkapillaren, Erythrozyten, Zelltrimmer und
lipophiles Material. Das lipophile Material wurde mit der Dextranlésung abgesaugt
und verworfen. Die erhaltenen Pellets wurden in je 25 ml Transportpuffer (37°C)
aufgenommen und vereinigt. Ein zweiter enzymatischer Verdauungsschritt erfolgte
nun durch Zugabe von 30 mg Collagenase-Dispase, die zuvor in 5 ml
Praparationspuffer gelost wurde (Endkonzentration 1mg/ml), und die folgende
Inkubation von 1,5-2 Stunden bei 37° C unter standigem Ruihren. Die Zellsuspension
wurde durch ein Polyester-Monolen Siebgewebe ( Maschenweite: 150um) gegeben
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und mit Praparationspuffer (4° C) aufgeflillt. Nach Zentrifugation in zwei 50 ml
Reaktionsgefassen (10 Min., 130xg, 4°C, Beckman), wurde der Uberstand verworfen
und die Zellpellets in je 6 ml serumhaltigem Praparationspuffer suspendiert und
vereinigt. Je 1,5 ml der Suspension wurden auf eine diskontinuierlichen
Perkollgradienten aus 156ml Unterphase (p=1,07g/ml) und 20ml Oberphase
(p=1,03g/ml) aufgetragen. Durch Zentrifugation (10 Min., 100xg, 4° C, Beckman)
erfolgte die Auftrennung in Zelltrimmer, die auf der Oberphase flotierten,
Erythrozyten, die sich als Pellet in der Unterphase befanden, und Endothelzellen, die
sich zwischen beiden Phasen ansammelten. Die Endothelzellen wurden danach mit
einer Pasteurpipette abgesaugt und zu 50ml mit Praparationspuffer (serumhaltig,
4°C) aufgeflllt. Nach Zentrifugation (10 Min. 130xg, 4°C, Beckman) wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in serumhaltigem Praparationspuffer (4°C)
suspendiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt und danach die Zellzahl unter
Verwendung von Trypanblau-Lsg. (0,4%) mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Die Zellen wurden in Einfriermedium zu je & Mio. Zellen/ml in
Kryokonservierungsrohrchen bei —70° C eingefroren und nach 24 Stunden zur
langfristigen Lagerung in einen Tank mit flussigem Stickstoff (-196°) uUberfuhrt
(Bauer, 2000; Audus 1996).

2.3.2 Aufnahmeversuche mit Gehirnkapillarendothelzellen (PBCEC):

96-well-Platten wurden mit Rattenschwanzkollagen beschichtet (5ug/cm?). Die Zellen
wurden aus dem Stickstofftank genommen im Wasserbad (37°C) angetaut und sofort
in ein Reaktionsgefass mit 50ml Kulturmedium (serumhaltig) Uberfihrt. Nach
Zentrifugation (10 Min, 130xg, 4°C) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in
serumhaltigem Kulturmedium suspendiert. Die Zellen wurden zu je 250 000
Zellen/cm? auf die 96-well-Platten (200ul Zellsuspension pro well) aufgebracht und im
Inkubationsschrank kultiviert (37°C, 5% CO2, 95% rel. Luftfeuchtigkeit). Das
serumhaltige Kulturmedium wurde nach einem, 3 und 5 Tagen gewechselt. Nach 6
Tagen wurde das serumhaltige durch serumfreies Kulturmedium ersetzt und nach 7
Tagen konnte der Versuch durchgefuihrt werden. Dazu wurde zweimal mit KRB
gewaschen und 30 Minuten unter Kulturbedingungen inkubiert. Nach Entfernen des
KRB wurden die Probeldésungen aufgetragen und 90 Minuten lang inkubiert.
Nachdem die Probelésungen entfernt wurden und dreimal mit eiskaltem KRB
gewaschen wurde, wurde zum Lysieren der Zellen Triton-X 100- Lsg. (0,1%)
zugegeben (200ul pro well) und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Fluoreszenzfarbstoffmenge, die ins Innere der Zellen gelangte, wurde durch direkte
Analyse der 96-well-Platte im Fluoreszenz-Plattenreader bestimmt. Um die Effekte
der zugegeben Substanzen auf die Farbstoffaufnahme zu veranschaulichen, erfolgte
die Angabe der in der Zellen akkumulierten Farbstoffmenge in Relation zu
Referenzlosung, die nur Fluoreszenzfarbstoff enthielt. Alle Versuche wurden als
Vierfach-Bestimmung durchgeflhrt.
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2.4 Bestimmung der Kritischen Mizellbildungskonzentration
(CMC) von Tensiden:

Tenside haben die Eigenschaft sich in geringer Konzentration an der
Wasseroberflache anzulagern. Wird eine bestimmte Konzentration Uberschritten,
lagern sich die Moleklle zu Aggregaten zusammen und bilden Mizellen (CMC). Zur
Bestimmung dieser Konzentration wurde der Fluoreszenzfarbstoff Diphenylhexatrien
(DPH) verwendet. DPH ist ein Farbstoff, der in Losung nicht fluoresziert. In lipophiler
Umgebung, z.B. bei der Einlagerung in Zellmembranen oder Mizellen zeigt sich ein
deutliche Fluoreszenz (Zhang et al., 1996; Kabanov et al.; 1995).

Zur Bestimmung der CMC wurden Konzentrationsreihen der Tenside in 96-well-
Platten (200ul/well) hergestellt, DPH (Endkonzentration: 10uM) zugegeben und fur
24 Stunden bei 37°C in Dunkelheit inkubiert. Die Fluoreszenz der Lésungen wurde in
den 96-well-Platten mit einem Fluoreszenz-Plattenreader (Ascent Fluoroskan,
Labsystems) bestimmt. Hierbei wurde eine Vierfach-Bestimmung durchgefihrt.
Unterhalb der CMC war keine bzw. eine sehr geringe Fluoreszenz festzustellen, bei
Erreichen der CMC kam es zu einem sprunghaften Fluoreszenzanstieg. Nach
Auftragen der Fluoreszenz gegen die Konzentration konnte so die CMC graphisch
bestimmt werden.

2.5 Anisotropiemessung - Membranfluiditat:

Um den Einfluss von Tensiden auf die Membranfluiditat der Zellen zu untersuchen,
wurde die Fluoreszenzanisotropie von DPH, das sich in die Zellmembran einlagert,
bestimmt. Fur diese Versuche wurde eine Caco-2-Zellsuspension verwendet, die
nach einem oben beschriebenen Passagiervorgang erhalten wurde. Die Zellen
(100.000/ml) werden zusammen mit den jeweiligen Tensidlédsungen und DPH (10uM)
fur eine Stunde bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Danach wird eine Probe in eine
Kuvette gegeben und die Fluoreszenzintensitat von DPH (Ex.: 345nm; Em.: 435nm)
in horizontaler und vertikaler Polarisationsebene nach Anregung in vertikaler und
horizontaler Polarisationsebene mit einem Fluoreszenzspektrometer (PerkinElmer)
bestimmt.

Die Anisotropie wurde nach folgender Formel berechnet:

(lvv = (GF - Ivh))
(v + (2GF - Ivh))

Anisotropie =

iy

GF =
lhh

GF: Grating Factor;
Ivv:  Emissionsintesitat, Excitationspolarisierer vertikal und Emissionspolarisierer
vertikal
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Ivh:  Emissionsintesitat, Excitationspolarisierer vertikal und Emissionspolarisierer
horizontal

Ihv:  Emissionsintesitat, Excitationspolarisierer horizontal und Emissionspolarisierer
vertikal

Ihh:  Emissionsintesitat, Excitationspolarisierer horizontal und Emissionspolarisierer
horizontal

(Sinicrope et al., 1992; Woodcock et al., 1992; Drori et al., 1995; Dudeja et al. 1995).

2.6 Zytotoxizitatsversuche

2.6.1 Laktatdehydrogenase (LDH) Test:

Die Laktatdehydrogenase katalysiert folgende Reaktion:

Laktat + NAD" — Pyruvat + NADH-H"

LDH katalysiert die Oxidation von Laktat zu Pyruvat bei gleichzeitiger Reduktion von
Nicotinamid-adenindinucleotid (NAD). Die Bildung von reduziertem NAD (NADH)
kann fluorimetrisch (Ex.: 355nm; Em.: 466nm) analysiert werden. Zur Bestimmung
der Laktatdehydrogenaseaktivitat wurde ein Testreagenz von Sigma verwendet
(LDH-L), das Laktat und NAD enthalt, verwendet. Toxische Substanzen fuhren zu
einer  Zellwandschadigung der verwendeten  Zellen. Dadurch  kann
Laktatdehydrogenase aus den Zellen austreten und im Uberstand Uber den Zellen
detektiert werden (LDH-L, Produktinformation, Sigma, Pogue et al., 2001; Gschwend
et al., 2001).

Caco-2-Zellen wurden, wie unter dem Punkt ,Aufnahmeversuche“ beschrieben, in
96-well-Platten 21 Tage lang kultiviert. Nach zweimaligem Waschen mit KRB,
wurden die zu untersuchenden Losungen aufgegeben und fur 90 Minuten bei 37°C
inkubiert. Aus jedem Well wurde eine Probe von 5ul aus dem Uberstand entnommen
und zu je 100yl der Reagenzlosung, die in einer neuen 96-well-Platte vorgelegt
wurden, zugegeben. Nach 5 Minuten Inkubation bei 37°C wurde die Platte im
Fluoroskan (Ex.:355nm;Ex.:460nm) vermessen.

Als Negativkontrolle diente eine Probe mit KRB, als Positivkontrolle eine Probe mit
einer Triton X 100-Lésung (1%), die Ergebnisse wurden alle in Relation zur
Negativkontrolle angegeben.

2.6.2 Alamar Blue:

Alamar Blue ist eine Substanz, die in ihrer oxidierten Form als blauer, nicht-
fluoreszierender und in ihrer reduzierten Form als roter fluoreszierender Farbstoff
vorliegt. Die metabolische Aktivitat vitaler Zellen sorgt fir eine reduzierende
Umgebung der Zellen, was durch die Reduktion von Alamar Blue in seine rote,

-25-



Materialien und Methoden

fluoreszierende Form nachgewiesen werden kann (Alamar Blue, Produktinformation,
Biozol).

Caco-2 Zellen wurden wie oben beschrieben in 96-well-Platten fur 3 Wochen
kultiviert. Vor dem Versuch wurden die Zellen zweimal mit KRB gewaschen. Danach
wurden die Probeldsungen zugegeben (200ul pro Well) und fur 3 Stunden inkubiert.
Nach dieser Zeit wurden 5 ul Alamar Blue pro Well hinzugegeben und fur 30 Minuten
inkubiert. Im Anschluss wird die Menge des entstandenen Farbstoffs fluorimetrisch
(Ascent Fluoroskan) analysiert. Als Positivkontrolle diente eine Triton X 100-Lésung
(1%), als Negativkontrolle eine Probe mit KRB. Die Angabe der Ergebnisse erfolgter
in Relation zur Negativkontrolle.

2.7 Medien und Puffer:

Zellkulturmedien:

Zellkulturmedium Caco-2:

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit 3,7 g/l NaHCO3; mit 380ml
4,5 g/l Glucose mit stabilem Glutamin

Fotales Bovines Serum (FBS) 100ml
Penicillin (10.000E./ml) / Streptomycin (10.000 mg/ml) 5ml
Glutamin (200mM) 5ml
Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA) (100x) 5ml
Natriumpyruvat (100mM) 5ml

Einfriermedium Caco-2:

Zellkulturmedium 90ml
Dimethylsulfoxid 10ml

Zellkulturmedien Gehirnkapillarendothelzellen, PBCEC

Zellkulturmedium PBCEC, serumhaltig:

Medium 199 500ml
L-Glutamin (200mM) 2ml
Penicillin (10.000 E./ml) / Streptomycin (10.000pg/ml) 5mi
HEPES 5ml
Pferdeserum 50ml
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Zellkulturmedium PBCEC , serumfrei:

DMEM/Ham’s F12 (1:1) 500ml
L-Glutamin (200mM) 5ml
Penicillin (10.000E./ml) / Streptomycin (10.000 pug/ml) 5ml
HEPES 5ml
Praparationsmedium PBCEC:

Medium 199 500ml
L-Glutamin (200mM) 2ml
Penicillin (10.000E./ml) / Streptomycin (10.000 pg/ml) S5ml
Gentamicin (50mg/ml) 1ml
HEPES 5ml
Praparationsmedium PBCEC, serumhaltig:

Praparationsmedium 513ml
Pferdeserum 50ml
Percoll-L6sung 1,03 g/mil:

Percoll (1,131 g/ml) 115ml
Medium 199 13ml
L-Glutamin (200mM) 2ml
Penicillin (10.000E./ml) / Streptomycin (10.000 ug/ml) 5ml
Gentamicin (50mg/ml) 1ml
HEPES 5ml
KRB ad 500m|
Percoll-Lésung 1,07 g/mil:

Percoll (1,131 g/ml) 270ml
Medium 199 30ml
L-Glutamin (200mM) 2ml
Penicillin (10.000E./ml) / Streptomycin (10.000 pug/ml) 5ml
Gentamicin (50mg/ml) 1ml
HEPES 5ml
KRB ad 500m|
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Puffer:

Krebs-Ringer- Puffer (KRB):

NaCl 8,39
KCI 0,229
KoHPO4 x 3H,O 0,349
HEPES 2,49
D-Glucose (wasserfrei) 0,72g
MgCl; x 6H20 0,249
CaCl; x 2H,0 0,629
Aqua bidest. ad 1000ml

Poshatpuffer, phosphate buffered saline (PBS):

NaCl 8,09
KCI 0,29
N32HPO4 X 2H20 1 ,44g
KH,PO4 0,29
Aqua bidest. ad 1000ml

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)- ohne Kalzium- und
Magnesium:

0,49
KCI 0,069
KH,PO,4 0,35¢g
NaHCO; 0,048¢g
NaCl 1,09
D-Glucose 0,350g
NaHCO; ad 1000ml

Aqua bidest.
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Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS):

CaCl; x 2H,0 1,85¢g
MgSO4 0,98¢g
KCI 0,49
KH,PO,4 0,069
NaHCO; 0,35¢g
NaCl 0,048¢g
D-Glucose 1,0g
NaHCO3 0,350g
Aqua bidest. ad 1000ml
Cerebrospinalfliissigkeit, kiinstlich, (kKCSF):

NaCl 6,909
KCI 0,229
NazPO4 x 12H,0 0,279
NaHCO3 1,51g
Harnstoff 0,12g
D-Glucose 2,169
MgCl; x 6H,0 0,15¢
CaCl; x 2H,0 0,21g
Aqua bidest. ad 1000ml
Penicillin (10.000E./ml) / Streptomycin (10.000pg/ml) 10ml
Gentamicin (50mg/ml) 2ml
Amphotericin B (1,25mg/ml) 2ml
HEPES 10ml

2.8 Chemikalien:

1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH)

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Alamar Blue

Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching

Benzylalkohol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Amphotericin B (50mg/ml)

Biochrom AG, Berlin

anti-mouse-IgG,
Fluoreszeinisothiocyanat-markiert, sheep

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

anti-rabbit 1IgG  (whole  molecule)
Fluoreszeinisothiocyanat-markiert, sheep

, | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Atenolol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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CaCl, x 2H.0 Riedel-de-Haen, Seelze
Collagenase-Dispase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Collagenase |l Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Cremophor EL BASF AG, Ludwigshafen

Cremophor RH40 BASF AG, Ludwigshafen

Dextran (durchschnittl. Molekulargewicht: | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
63.700 g/mol)

D-Glucose Merck AG, Darmstadt

D(+)- Saccharose

Riedel-de-Haen, Seelze

Dimethylsulfoxid (DMSO)

J.T. Baker, Deventer, Holland

Dulbeccos  Modified
(DMEM)

Eagle Serum

Biochrom AG, Berlin

Dulbeccos Modifies Eagle Medium /
Ham’s F12

Biochrom AG, Berlin

Fluorescein

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fluoresceinisothiscyanat-Dextran 4000

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fotales Bovines Serum (FBS)

Biochrom AG, Berlin

Gentamicin (50mg/ml)

Biochrom AG, Berlin

Glutardialdehyd (25%)

Merck AG, Darmstadt

Harnstoff J.T. Baker, Deventer, Holland

HCI, konz. Riedel-de-Haen, Seelze

HEPES Roth GmbH, Karlsruhe

KoHPO,4 x 3H,0O Merck AG, Darmstadt

KCI ApliChem GmbH, Darmstadt

KH,PO4 Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg
Kollagen (Rattenschwanz) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Labrafac CC Gattefosse, St. Priest, Frankreich
Labrasol Gattefosse, St. Priest, Frankreich
Lauroglycol FCC Gattefosse, St. Priest, Frankreich
LDH-L Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
L-Glutamin (200mM) Biochrom AG, Berlin

Medium199 Biochrom AG, Berlin

MgCl; x 6H,O J.T. Baker, Deventer, Holland

MK 571 Biomol, Hamburg

Monoclonal antibody to P-glycoprotein
(C219), mouse

Alexis Corporation, Lausen. Schweiz

MRP2 antibody Dr. Masereeuw, NCLMS, Nijmegen,
Holland

Na,HPO4 x 2H,0 J.T. Baker, Deventer, Holland

NazPO4 x 12 H2,0 J.T. Baker, Deventer, Holland

NaCl J.T. Baker, Deventer, Holland
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NaHC03

Ferak GmbH, Berlin

NaOH

J.T. Baker, Deventer, Holland

Natriumpyruvat (100mM)

Biochrom AG, Berlin

Nicht-essentielle Aminosauren(NEAA)

Biochrom AG, Berlin

(100x)
Paraformaldehyd J.T. Baker, Deventer, Holland
Penicillin  (10.000 E./ml)/ Streptomycin |Biochrom AG, Berlin

(10.000ug/ml)

Percoll (1,131g/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Pferdeserum Biochrom AG, Berlin

Pluronic F108 C.H. Erbsléh GmbH, Dusseldorf
Pluronic F68 C.H. Erbsloh GmbH, Dusseldorf
Pluronic L35 C.H. Erbsléh GmbH, Dusseldorf
Pluronic L44 C.H. Erbsloh GmbH, Dusseldorf
Pluronic L62 C.H. Erbsléh GmbH, Dusseldorf
Pluronic L64 C.H. Erbsloh GmbH, Dusseldorf
Pluronic P105 C.H. Erbsléh GmbH, Dusseldorf
Pluronic P75 C.H. Erbsléh GmbH, Dusseldorf
Pluronic P85 C.H. Erbsléh GmbH, Dusseldorf
Polymount Polysciences Inc., Warrington, USA
Propidiumiodid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Propranolol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PSC 833 Novartis AG, Basel, Schweiz

Rhodamin 123 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Solutol HS15 BASF AG, Ludwigshafen

Sulforhodamin 101 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Triton X-100 Merck AG, Darmstadt

Trypanblau-Lsg. (0,4%)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trypsin (0,25%) / EDTA (0,02%)

Biochrom AG, Berlin

Tween 80

ICI Surfactants, Cleveland, England

a-Tocopheryl
Succinat

Polyethylene Glycol1000

Eastman, Kingsport, USA
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2.9 Materialien:

Zellkulturflaschen, 75cm? 3376

Corning Costar, Wiesbaden

Transwell Clear Membraneinsatze,
Polyester, Flache: 1,13cm? PorengroRe:
0,4um 3460

Corning Costar, Wiesbaden

Mikrotestplatten, 96-well 3595 9017 3903

Corning Costar, Wiesbaden

Zellkulturplatten; 12-well 3512

Corning Costar, Wiesbaden

LabTek Chamber Slide, 8-well Permanox
Slide

Nalge Nunc Corp., Naperville, USA

2.10 Gerate:

Inkubationsschrank Heraeus BBD 6220

Heraus Instruments GmbH, Hanau

Inkubationsschrank Heraeus Cytoperm 2

Heraus Instruments GmbH, Hanau

Werkbank Heraeus Herasafe H2

Heraus Instruments GmbH, Hanau

Werkbank Heraeus LaminAir HB2472

Heraus Instruments GmbH, Hanau

Ascent Fluoroskan

Labsystems, Helsinki, Finnland

Luminescence Spectrometer LS50B

PerkinElmer, Uberlingen

Zentrifuge Mistral 3000i

MSE, England

Zentrifuge Beckman TJ-6
TJ-R Refrigeration Unit

Bechman Instruments, Minchen

Zentrifuge Sorvall Superspeed RC2-B
Sorvall GSA Rotor

Sorvall, Bad Homburg

Widerstandsmessgerat Millicell-ERS

Elektrodensystem STX-2

Millipore, Eschborn

Plattenschuttler Titramax 101

Heidolph, Schwabach

Inversmikrokop ID 03

Zeiss, Jena

Mikroskop DM IRBE mit Argon/Krypton
und Helium/Neon Laser

Leica, Bensheim
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3  Ergebnisse und Diskussion

3.1 Ringversuch zu Standardisierung des Caco-2-Modells:

3.1.1 Einfihrung:

Die Verwendung des Caco-2-Modells fir Resorptionsuntersuchungen wurde
aufgrund seiner relativ einfachen Handhabung in den letzten Jahren immer
popularer. Durch Einfuhrung des Biopharmazeutischem Kilassifizierungssystems
(BCS) durch die FDA wird sich dieser Trend wahrscheinlich noch verstarken (Amidon
et al, 1995). Das BCS st ein Hilfsmittel zur Abschatzung der
Resorptionseigenschaften von Arzneistoffen. Sie werden nach ihren Loslichkeits- und
Permeabilitdtseigenschaften eingeteilt. Die Bestimmung der Ldsungseigenschaften
kann relativ einfach in Losungsversuchen erfolgen. Die Permeabilitatseigenschaften
konnen u.a. unter Verwendung des Caco-2 Modells ermittelt werden. Eine
Charakterisierung  erfolgt hierbei durch  Bestimmung des apparenten
Permeabiltatskoeffizieten (Papp). Ein  weitere Einteilung erfolgt nach der
Freisetzungsgeschwindigkeit der Arzneiform. Sie wird als schnell freisetzend
eingestuft (immediate release dosage form), falls 85% des Wirkstoffs innerhalb von
30 Minuten in einem Volumen von hochstens 900ml in geldster Form vorliegen. Eine
seit dem Jahr 2000 bestehende Richtlinie der FDA ermdglicht es, den Erlass von
normalerweise zur Zulassung von Arzneimitten geforderten In Vivo-Studien zu
beantragen, falls das Arzneimittel der Klasse 1 (gute Lo&slichkeit und gute
Permeabilitat) nach dem Biopharmazeutischen Klassifizierungssystem (BCS)
zugeordnet werden konnte (FDA Guidance for Industry, 2000). Dies ist eine
wesentliche Mdglichkeit der Kostenersparnis. Aufgrund des Ursprungs der Caco-2-
Zelllinie aus Tumorgewebe konnen mit fortschreitender Kulturdauer und steigender
Passagezahl morphologische Veranderungen der Zellen auftreten, die sich von
Labor zu Labor aufgrund unterschiedlicher Kulturbedingungen oder Arbeitsmethoden
in verschiedener Auspragung ausbilden konnen. Die Zellen haben z.B. durch
unterschiedliche Enzym- oder Transporteraustattung oder durch variierende
Auspragung von tight-junctions einen unterschiedlichen Einfluss auf die bestimmten
Resorptionseigenschaften (Walter et al., 1995; Hosoya et al., 1996; Briske-Anderson
et al., 1997). Dadurch ist es schwierig, Pap,-Werte, die in verschiedenen Laboratorien
bestimmt wurden, direkt miteinander zu vergleichen. In  zahlreichen
Veroffentlichungen wurde versucht, Arzneistoffe durch Korrelation von In Vitro- und
In Vivo-Ergebnissen aufgrund der Pgpp-Werte, die Caco-2-Modell bestimmt wurden,
als In Vivo gut oder schlecht resorbierbar einzustufen. Haufig werden Substanzen mit
Papp-Werten kleiner als 10® cm/s als schlecht resorbierbar, mit Pap,-Werten zwischen
1 und 10x10® cm/s als mittelmaRig resorbierbar und mit P,,, Werten grosser als
10x10® cm/s als gut resorbierbar eingestuft. Aber auch Abweichungen von dieser
Einteilung wurden haufig vorgenommen. Ursachen hierfir konnen z.B. durch
Unterschiede der folgenden Parameter hervorgerufen werden.: Bezugsquelle und
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Passagezahl der Zellen; Zellkulturmedien; Kulturdauer; Material, Flache und
PorengrofRe der Filtereinheit; Zusammensetzung und pH-Wert des Transportpuffers
(Yee, 1997; Artursson, 1990; Artursson and Karlsson, 1991; Bailey et al.1996;
Hidalgo, 2001; Cerep Inc., 2001)

3.1.2 Ziel des Ringversuchs:

Nach Festlegung von Arbeitsrichtlinien zur Routinekultivierung von Caco-2-Zellen
sowie zur Bestimmung von Pgp,-Werten im Caco-2-Modell und durch den Vergleich
der Ergebnisse der Permeabilitatsbestimmung von vorher festgelegten Substanzen
sollte ein Versuch zur Standardisierung des Caco-2-Modells unternommen werden.

3.1.3 Teilnehmende Einrichtungen:

-Zentrallaboratorium Deutscher Apotheker, Eschborn (ZL)

-Across Barriers GmbH, Saarbricken (AB)

‘Institut fir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, Universitat des
Saarlands, Saarbricken (UdS)

‘Institut  fur Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, Ruprecht-Karls
Universitat Heidelberg (Uni HD)

-Center for Drug Evaluation and Research (CDER), Food and Drug Administration
(FDA), Rockville, Maryland, USA (FDA)

3.1.4 Durchfiihrung:

Vor der eigentlichen Durchfihrung des Ringversuchs wurden gemeinsam
Arbeitsvorschriften  fur die Routinekultivierung der Zellen und fur die
Versuchsdurchfuhrung erarbeitet. Um zu grof3e Abweichungen von den bestehenden
Vorschriften der einzelnen Laboratorien zu vermeiden, wurden einige Anderungen
zugelassen, die aber genau zu dokumentieren waren.

Die Routinekultivierung der Caco-2-Zellen und die Versuchsdurchfuhrung erfolgte
gemass den im Kapitel ,Materialien und Methoden® beschriebenen
Arbeitsvorschriften.

Als Testsubstanzen wurden folgende Substanzen ausgewahit: Fluorescein und FITC-
Dextran 4000 als Parazellularmarker und sehr schlecht permeable Substanzen,
Atenolol als schlecht permeable Substanz, Propranolol als gut permeable Substanz,
Rhodamin 123 als p-gp-Substrat und Sulforhodamin 101 als MRP2-Substrat. Die
einzusetzende Konzentration war fir alle Substanzen 50 uM, bei Atenolol betrug sie
500uM.

Die entnommenen Proben wurden entweder fluorimetrisch (Fluorescein, FITC-
Dextran, Rhodamin 123 und Sulforhodamin 101) oder mittels HPLC-UV (Atenolol,
Propranolol) analysiert. Die Einstufung der Substanzen nach ihren
Permeabilitatseigenschaften erfolgte unter Angabe der Apparenten
Permeabilitdtskoeffinzienten (Papp).
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3.1.5 Unterschiede in der Kultivierung der Zellen und Versuchsdurchfilhrung:

Es gab einige Unterschiede bei der Kultivierung der Zellen und bei der
Versuchsdurchfuhrung zur Bestimmung der Pay,-Werte (Tab.1). Auer bei der
Arbeitsgruppe von AB, die Zellen des DSMZ, Braunschweig, verwendeten, stammten
die Zellen der Ubrigen Teilnehmer von der ATCC, Rockville, Maryland (USA). Es
wurde festgelegt, dass die Passagezahl der verwendeten Zellen kleiner als 65 sein
sollte. Da die Zellen des DSMZ ohne Angabe einer Passagezahl geliefert werden,
kann bei Verwendung dieser Zellen die Zahlung der Passagen erst innerhalb des
Labors beginnen. Aus diesem Grund ist ein Vergleich mit Zellen der ATTC, die mit
einer definierten Passagezahl geliefert werden, nicht moglich. Diese Tatsache stellt
ein generelles Problem dar, das nicht nur auf diesen Ringversuch beschrankt ist.
Auch die Kulturmedien wiesen leichte Unterschiede auf. Penicillin/Streptomycin war
das bevorzugte Antibiotikum des ZL, der Uni HD und der FDA. Die UdS und AB
bevorzugten Gentamicin. Die Kulturmedien enthielten einen Zusatz von 10% Foétalem
Kalberserum (FCS) in den Laboratorien des ZL, von AB, der UdS und der FDA, das
Kulturmedim der Uni HD enthielt hingegen einen Zusatz von 20% FCS. Auch bei der
Versuchsdurchflihrung gab es leichte Unterschiede. So wurde es in den Labors der
udS, von AB und der Uni HD bevorzugt, Proben aus dem Akzeptorkompartiment zu
entnehmen und das entnommene Volumen durch Zugabe frischen Transportpuffers
zu ersetzen, wahrend in den Labors des ZL und der FDA das Umsetzen der
gesamten Filtereinsatze in frische mit Transportpuffer geflllte Wells bevorzugt wurde.
Als Transportpuffer verwendeten die Gruppen von AB, der UdS und der Uni HD KRB,
die Gruppen des ZL und der FDA HBSS. Alle Arbeitsgruppen bevorzugten es, die
Transportplatten wahrend der gesamten Versuchsdauer zu schutteln. Einzige
Ausnahme bildete die Gruppe von AB, die auf ein Schutteln der Platten verzichtete.
Die Analytik der Proben erfolgte in den jeweiligen Laboratorien, wobei alle Proben
der FDA und die Proben von Atenolol und Propranolol der Uni HD im ZL analysiert
wurden. Zur Aufbewahrung und zum Transport dorthin wurden die Proben dieser
Gruppen eingefroren, weshalb besonders die Ergebnisse der FDA unter Vorbehalt zu
interpretieren sind, da hier durch das Einfrieren und den langen Transportweg
wahrscheinlich Veranderungen der Proben aufgetreten sind.

Die Vorschriften zur Kultivierung und zur Versuchsdurchfihrung wurden in Treffen
vor Beginn des Ringversuchs festgelegt. Einige Abweichungen waren wie oben
beschrieben erlaubt, da ihr Einfluss auf die Versuchsergebnisse von den
Versuchsteilnehmern als nicht entscheidend erachtet wurden und ein Abweichen von
den etablierten Vorgehensweisen in den einzelnen Labors nur unter grof3erem
Aufwand moglich gewesen ware. So hatte z.B. die Verwendung eines anderen
Puffers eine neue Validierung einiger Analytikverfahrens erfordert.
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ZL udsS AB Uni HD FDA
Ursprung der| ATCC ATCC DSMz ATCC ATCC
Zellen
Passage- 31 57 14/13 55 39
Nummer
FCS 10% 10% 10% 20% 10%
CO, 10% 5% 5% 5% 5%
Antibiotikum Pen/Strep | Gentamicin | Gentamicin Pen/Strep Pen/Strep
Schutteln der ja ja nein ja ja
Platte
Transport- HBSS KRB KRB KRB HBSS
puffer
Probenent- U P P P U
nahme(P)/
Umsetzen(U)
Einfrieren der nein nein nein Ja ja
Proben (Atenolol,

Propranolol)

TEER 500 - 600 450 350 300 - 450 300 - 500
(Q/cm?)

Tab.1: Unterschiede in den Kulturbedingungen und der Versuchsdurchfiihrung

3.1.6 Ergebnisse und Diskussion:

FITC-Dextran 4000 und Fluorescein wurden als sehr schlecht permeable Substanzen
ausgewahlt. Sie werden parazellular transportiert und in vielen Labors routinemassig
als Parazellularmarker eingesetzt, um die Integritat der Zellschicht nachzuweisen.
Jedes Labor legt normalerweise Richtwerte fest, die von den Parazellularmarkern
unterschritten werden mussen, um Versuchsergebnisse, die mit diesen Zellen erzielt
wurden, zu akzeptieren. Im Ringversuch lagen die P,,,-Werte fur FITC-Dextran 4000
bei den Gruppen des ZL, von AB, der UdS und der Uni HD zwischen 0,05 und
0,26x10° cm/s. Die Gruppe der FDA ermittelte hier einen Wert von 1,08x10° cm/s
(Tab.2). Haufig wird ein Wert unterhalb 10® cm/s gefordert. Von der ersten 4
Arbeitsgruppen wurde dies deutlich erreicht. Die Proben der FDA waren
wahrscheinlich durch das Einfrieren und den langen Transportweg beeinflusst,
sodass dieser relativ hohe Wert mit Vorsicht zu interpretieren ist. Noch deutlicher
wird dies bei den Werten fur Fluorescein. Hier lagen die Werte der ersten 4 Gruppen
zwischen 0,25 und 0,81x10° cm/s, der Wert der FDA aber bei 3,01x10° cm/s, ein
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Wert, der deutlich Uber dem Wert liegt, der normalerweise als noch akzeptabel
erachtet werden (Tab.2). Die P,,p-Werte der Parazelullarmarker lagen also deutlich
unter 10 cm/s und zeigten so das Vorliegen von dichten Zellschichten. Die Werte fiir
FITC-Dextran 4000 lagen dabei etwas tiefer, im unteren Bereich von 10”7 cm/s, was
durch das grofere Molekulargewicht auch zu erwarten war. Zu den unterschiedlichen
Ergebnissen kdnnen auch die unterschiedlichen Molekulargewichte der verwendeten
Ausgangssubstanzen beigetragen haben, da FITC-Dextran nicht mit einem
definierten Molekulargewicht erhaltlich ist. Die Angabe 4000 (g/mol) stellt nur eine
durchschnittliche und naherungsweise Angabe des Molekulargewichts von Dextran-
Molekullen unterschiedlicher GroRe darstellt. Es kdnnen also z.B. unterschiedliche
Mengen an kleineren Dextran-Molekule vorliegen, die bessere
Permeabilitdtseigenschaften besitzen als groRere Molekule. Die Werte flr
Fluorescein lagen aufgrund des kleineren Molekulargewichts bei allen Gruppen
etwas hoher, im mittleren bis oberen Bereich von 107 cm/s . Die angewendeten
Kultivierungsmethoden flhrten also in jedem Labor zu dichten, konfluenten
Zellschichten.

Atenolol wurde als eine Substanz ausgewahlt, die als schlecht permeabel eingestuft
wird. Die Werte des ZL, der UdS, und von AB lagen zwischen 0,48 und 0,75x10'6
cm/s und somit in einem relativ einheitlichen Bereich. Die Uni HD und die FDA
ermittelten Werte von 2,16 bzw. 2,20x10® cm/s (Tab.2). Diese Werte (ibersteigen
zwar den der anderen Teilnehmer, liegen aber im Bereich anderer Literaturangaben
(Yee, 1997). Atenolol konnte somit von allen Teilnehmer als schlecht permeable
Substanz eingestuft werden, war aber in allen Laboratorien besser permeabel als die
verwendeten Parazellularmarker.

Als ein Beispiel fur eine gut permeable Substanz wurde Propranolol ausgewahlt. Als
lipophile Substanz wird Propranolol sehr gut transzellular transportiert. Das ZL, die
UdS, AB und die Uni HD ermittelten hier Psp-Werte zwischen 11,0 und 35,6x10'6
cm/s (Tab.2). Sie lagen einheitlich im unteren Bereich von 10®° cm/s. Propranolol
zeigte somit in allen Labors deutlich bessere Permeabilitatseigenschaften als
Atenolol und konnte von allen Teilnehmern eindeutig als gut permeable Substanz
eingestuft werden. Der P,,,-Wert von 68,4x10° cm/s der FDA (ibertraf die Werte der
anderen Teilnehmer, aber trotz der moglichen oben erwahnten Probleme bei
Einfrieren und Transport, konnte Propranolol auch hier als gut permeable Substanz
eingestuft werden.

Um festzustellen, ob eine eventuell unterschiedliche Expression von aktiven
Transportern in den verwendeten Caco-2-Zellen der einzelnen Gruppen einen
Einfluss auf die Identifikation einzelner Substanzen als Substrat dieser Transporter
hat, wurden die Substanzen Rhodamin 123 und Sulforhodamin 101 in die Studie
einbezogen.

Rhodamin 123 diente als Modellsubstrat des aktiven Transporters, p-gp. P-gp
transportiert als Effluxpumpe Substrate aus dem Inneren oder aus der Zellmembran
von Caco-2-Zellen zurick ins apikale Kompartiment. Zur Untersuchung dieser
aktiven Transporteigenschaften erfolgte bei diesen Substanzen nach Probenzugabe
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in das basolaterale Kompartiment auch eine Pg,-Wert-Bestimmung fur den
Transport von der basolateralen zur apikalen Seite. Wenn ein aktiver Transport in
Richtung der apikalen Seite vorliegt, ist zu erwarten, dass der Pay,-Wert dieser
Richtung den der entgegengesetzten Richtung deutlich Gbersteigt. Um das Ausmal}
des gerichteten Transports zu verdeutlichen, erfolgte die Angabe der Ergebnisse
auch durch Quotienten aus ba- und ab-Transport: Papp(ba)/Papp(ab). Die ermittelten
Papp-Werte der Teilnehmer fiir den ab-Transport lagen zwischen 0,36 und 1,08x 107
cm/s. Die Substanz konnte somit einheitlich als schlecht permeabel eingestuft
werden. Fur den entgegengerichteten Transport wurden P,,,-Werte zwischen 1,5
und 9,7x10° cm/s bestimmt (Tab.3). Die Papp-Werte des ba-Transports waren bei
allen Gruppen grofRer als die des ab-Transports. Dadurch konnte ein aktiver zur
apikalen Seite gerichteter Transport nachgewiesen werden. Die Streuung der
Ergebnisse war relativ gro3, was hochstwahrscheinlich auf den unterschiedliche
Exprimierung von p-gp der unterschiedlichen Caco-2-Zellen zurickzufuhren ist. Noch
deutlicher wird dies bei der Betrachtung der unterschiedlichen Quotienten (ba/ab).
AB ermittelte einen ba/ab-Quotienten von 21. Dieser Wert Ubertraf die der anderen
Gruppen bei weitem und lasst auf einen sehr hohen p-gp-Gehalt dieser Zellen
schliellen. Die Quotienten des ZL und der UdS lagen mit 6,7 bzw. 6,5 im mittleren
Bereich, wahrend die Uni HD und die FDA mit 2,5 bzw. 2,6 die niedrigsten
Quotienten ermittelten, was auf eine relativ geringe p-gp-Exprimierung der in diesen
Labors verwendeten Caco-2-Zellen hinweist (Tab.3). Aber auch in diesen
Laboratorien war eindeutig ein aktiver zur apikalen Seite gerichteter Transport
festzustellen. Rhodamin 123 wurde also auch von diesen Teilnehmern eindeutig als
Substrat eines aktiven Transporters identifiziert.

Sulforhodamin 101 wurde als Modellsubstrat fir MRP2 ausgewahlt. MRP2 ist ein
weiteres Transportprotein, das in Caco-2-Zellen exprimiert wird (Hirohashi et al.
2000). Die Transportrichtung ist die gleiche wie bei p-gp, sodass auch hier die oben
beschriebenen Phanomene zu beobachten sind. Die ermittelten Pg,,-Werte der
Teilnehmer lagen fiir den ab-Transport zwischen 0,07 und 0,52x10° cm/s.
Sulforhodamin 101 wurde somit einheitlich als schlecht permeable Substanz
eingestuft. Fur die entgegengesetzte Transportrichtung lagen die bestimmten Papp-
Werte zwischen 0,11 und 5,5x10° cm/s, und somit durchschnittlich héher die ab-
Werte (Tab.3). Bei der Betrachtung der Quotienten fiel auf, dass das ZL mit einem
ermittelten Wert von 15 einen sehr deutlichen gerichteten Transport beobachten
konnte, was auf eine hohe MRP2-Expression der verwendeten Zellen schlief3en
lasst. Auch die Werte von 4 von AB und 4,5 der Uni HD, ermdglichten die
Beobachtung eines gerichteten Transports und deuten auf eine ausreichende
Expression des Transportproteins hin. Die Gruppen der FDA und der UdS konnten
allerdings in den dort durchgefiihrten Versuchen mit den Quotienten von 0,7 keinen
zur apikalen Seite gerichteten Transport beobachten (Tab.3). Eigentlich deutet ein
solcher Wert sogar auf eine aktiven Transport in Richtung basolateraler Seite hin. Da
aber der Quotient relativ nahe bei 1 lag, kann man hier davon ausgehen, dass kein
aktiver Transport in diesen Versuchen vorlag und die in diesen Labors verwendeten
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Zellen nicht genug oder kein MRP2 exprimierten. Somit konnte Sulforhodamin 101
nicht als Substrat eines aktiven Transportproteins identifiziert werden.

Zusammenfassung:

Alle Teilnehmer am Ringversuch waren in der Lage, die ausgesuchten Substanzen
eindeutig als sehr schlecht (FITC-Dextran 4000, Fluoreszein), schlecht (Atenolol) und
gut permeabel (Propranolol) einzustufen, wobei die Ergebnisse der FDA, aufgrund
der moglichen Beschadigung der Proben unter Vorbehalt betrachtet werden missen.
Auch konnten die Substrate von aktiven Transportproteinen (Rhodamin 123,
Sulforhodamin 101) identifiziert werden. Einzige Ausnahme war die fehlende
Identifikation von Sulforhodamin 101 als Substrat eines aktiven Transportproteins
durch die UdS, hdéchstwahrscheinlich aufgrund fehlender oder zu geringer MRP2-
Expression der verwendeten Caco-2-Zellen. Trotz zum Teil erheblicher Unterschiede
beim Vergleich der absoluten P,p,-Werte erfolgten diese Einschatzungen eindeutig.
So ermittelte z.B. die Uni HD immer relativ héhere Pa,,-Werte als die anderen
Teilnehmer, was aber nicht zu einer anderen Einstufung der ausgewahlten
Substanzen fuhrte. Es konnte auch keine entscheidende Auswirkung der
unterschiedlichen Parameter der Versuchsdurchfihrung beobachtet werden. So
konnte z.B. kein Einfluss der verwendeten Puffer oder der Durchflihrung bezuglich
der Probennahme oder dem Umsetzten der Filter festgestellt werden. Das Schutteln
der Platten hatte auch keine ersichtliche Auswirkung auf die Versuchsergebnisse. Bei
den Werten fur Propranolol hatte man hier einen Effekt vermuten kdnnen, da es sich
um eine gut permeable Substanz handelt und der schnell anflutende Wirkstoff im
Kompartiment durch Schitteln besser verteilt wird. Aber auch dieser Effekt konnte
nicht beobachtet werden. Die grofdten Unterschiede wurden bei der Bestimmung der
Permeabiltatseigenschaften der Modellsubstrate von p-gp und MRP2, Rhodamin 123
bzw. Sulforhodamin 101, deutlich. Hier wurden eindeutige Unterschiede in der
Transportaktivitat beider Proteine festgestellt. Die Expression von p-gp war z.B. in
den Zellen von AB wesentlich héher als in den Zellen der anderen Teilnehmer, die
Expression von MRP2 war in den Zellen des ZL am hochsten. Dieses Phanomen
wurde auch schon von anderen Gruppen festgestellt und stellt eines der grofiten
Probleme bei der Standardisierung dieses Modells dar (Hosoya et al., 1996; Briske-
Anderson et al., 1997). Dies kann vermutlich auf die unterschiedliche Kultivierung der
Zellen zurlckgefuhrt werden kann. Es wurden zwar einheitliche Richtlinien zur
Routinekultivierung der Caco-2-Zellen erarbeitet, sie kamen allerdings erst bei dieser
Versuchsdurchfihrung zur Anwendung. In den einzelnen Labors wurde aber schon
langere Zeit nach den jeweiligen Vorschriften gearbeitet, sodass sich im Lauf der Zeit
morphologische Veranderungen entwickelt haben kdnnen. Von Einfluss kdnnen hier
einige Faktoren sein: Der p-gp-Gehalt kann sich z.B. mit héheren Passagezahlen
verandern (Anderle et al., 1998). Der Zeitpunkt der Passagierung sollte auf jeden Fall
immer deutlich vor Erreichen der Konfluenz liegen. Die Dauer der Trypsinisierung
und die Aussaatdichte der Zellen kann ebenfalls die Entwicklung der Zellkultur
beeinflussen.
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Die erarbeiteten Richtlinien kdnnen zur Standardisierung des Modells behilflich sein.
Allerdings konnte die langfristige Uberpriifung der konsequenten Anwendung dieser
Vorschriften in diesem Versuch nicht erfolgen. Fir die passiv transportierten
Substanzen lieferte der Ringversuch zufrieden stellende Ergebnisse, fur die aktiv
transportierten allerdings nur mit Einschrankungen, sodass hier eine erneute
Uberpriifung wiinschenswert ware.

Apparente Permeabilitatskoeffizienten
Papp [x 10 cm/s; n=4] (RSD%)

Substanz ZL udS AB Uni HD FDA
FITC- 0.17 %) 0.05%) 0.07 0.26 1.08
Dextran - (20) (7.9) (26.1) (44.4)
Fluorescein (0.48 0.25*) 0.4 0.81 3.01

(11.9) - (8.8) (8.4) (13.2)
Atenolol 0.7 0.75 0.48 2.16 2.20

(22.8) (12) (24) (6.4) (18.2)
Propranolol (35.6 30.0 11 ) 15.9 68.43

(2.0) (1.9) (14.5) (6.5) (4.9)
*) n=3
**) n=1
Tab. 2: Apparente Permeabilitdtskoeffizienten  (P,,,) der ausgewahlten  Substanzen:

Parazellularmarker, sehr schlecht permeable (FITC-Dextran 4000, Fluorescein), schlecht permeable
(Atenolol), gut permeable (Propranolol)
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Apparente Permeabilitatskoeffizienten
Papp [x 10° cm/s; n=4] (RSD%)
ba/ab-Quotienten

Substanz ZL uds AB Uni HD FDA
Rhodamin 0.8 0.36 0.46 1.08 0.6
123 (19.3) (13.9) (10.9) (4.6) (5.0)
(a-b)

Rhodamin 5.33 2.33 9.7 2.75 1.5
123 (12.7) (6.4) (13.7) (17.4) (44.7)
(b-a)

Quotient: 6.7 6.5 21 2.6 2.5
ba/ab

Sulforhodamin |0.37 0.16 0.07 0.52 0.2
101 (12.8) (6.3) (13.2) (13.5) (25.0)
(a-b)

Sulforhodamin |5.5 0.11 0.27 2.3 0.14
101 (4.8) (9.1) (17.3) (9.0) (7.1)
(b-a)

Quotient: 15 0.7 4 4.5 0.7
ba/ab

Tab. 4: P,,-Werte der ausgewdhlten Substrate fiir aktive Transporter fiir beide Richtungen und

Angabe des Quotienten: Pp(ba)/Pagp(ab).
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3.2 Nachweis von p-gp und MRP2 in Caco-2-Zellen:

3.2.1 Immunfarbung

Die Expression der ABC-Transportproteine, p-gp und MRP2, in Caco-2-Zellen wurde
in der Literatur bereits beschrieben (Ho, 1994; Makhey et al. 1998; Gutmann et al.
1999; Hirohasaki, 2000; Walgren, 2000). Durch verschiedene Kulturbedingungen und
Passagezahlen kann es aber zu morphologischen Veranderungen der Zellen und
einer unterschiedlich ausgepragten Expression der Proteine kommen (Walter et al.,
1995; Hosoya et al., 1996; Artusson et al, 1997; Briske-Anderson et al., 1996;
Anderle e al., 1998). Dieses Phanomen wurde auch bei den verschiedenen
Zellstammen der Teilnehmer des Ringversuchs deutlich. Da eine ausreichende
Expression beider Proteine in den verwendeten Caco-2-Zellen fir die weiteren
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit von entscheidender Bedeutung war,
wurden beide Proteine auch in den hier verwendeten Zellen nachgewiesen. Ein
funktioneller Nachweis der Transportaktivitdt wurde durch Permeationsstudien
erbracht, da ein deutlicher zur apikalen Seite gerichteter Transport von spezifischen
Substraten beider Transportproteine festgestellt werden konnte. Ein direkter
Nachweis der Proteine sollte durch eine Immunfarbung erfolgen. Hierzu wurden die
Zellen drei Wochen lang auf einem Obijekttrager kultiviert. Nach Inkubation der Zellen
mit spezifischen primaren Antikorpern erfolgte die Bindung der Antikdrper an die
Zielstruktur des Proteins. Die primaren Antikorper wurden durch Bindung eines mit
einem Fluoreszenzfarbstoff (FITC) gekoppelten sekundaren Antikorpers sichtbar
gemacht, indem Bilder mit einem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen wurden.
Durch die deutlich sichtbare griineFluoreszenz konnte sowohl p-gp (Bild 1) als auch
MRP2 (Bild 3) nachgewiesen werden. Die Negativkontrollen wurden ausschlief3lich
mit dem jeweiligen sekundaren Antikorper inkubiert. Da hier keine Fluoreszenz zu
erkennen war (Bild 2 und Bild 4), konnte eine unspezifische Bindung der sekundaren
Antikorper ausgeschlossen werden. Durch Farbung mit Propidiumiodid erscheinen
die Zellkerne rot.
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Bild 1: Immunfarbung p-gp Bild 2: Negativkontrolle p-gp

Bild 3: Immunféarbung MRP2 Bild 4: Negativkontrolle MRP2

-43 -



Ergebnisse und Diskussion

3.3 Wechselwirkung von Tensiden mit p-gp (l)

3.3.1 Aufnahmeversuche mit Caco-2-Zellen:

Der Einfluss von Tensiden auf die Transporteigenschaften von p-gp wurde zuerst in
Aufnahmeversuchen mit Caco-2-Zellen untersucht. Zur Auswahl kamen nicht-
ionische Tenside, da hier keine oder nur sehr geringe toxische Einfliisse zu erwarten
waren und diese haufig pharmazeutisch in Formulierungen zur peroralen Anwendung
Verwendung finden. Als Modellsubstrat diente der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin
123, da diese Substanz von p-gp selektiv transportiert wird, und die Moéglichkeit der
fluorimetrischen Analytik in diesem Versuchsaufbau von groRem Vorteil war.
Aufgrund dieser Eigenschaften entwickelte sich Rhodamin 123 zu einer der
Standardsubstanzen zur Untersuchung von p-gp-Transport und wird von vielen
Arbeitsgruppen in verschiedene Versuchsanordnungen verwendet (Rege et al.,
2002; Dudeja et al., 1995; Miller et al., 1997; Dintaman et al. 1999). Die Zellen
wurden als Referenz mit Farbstoff allein und zur Uberpriifung der Tensidwirkung
zusammen mit den einzelnen Tensiden in verschieden Konzentrationen inkubiert. Die
Farbstoffmenge, die in die Zelle gelangte, wurde bestimmt und dadurch der Einfluss
der zugesetzten Tenside ermittelt. Die Angabe der Ergebnisse erfolgte in Relation
zur Referenzprobe, die nur Farbstoff enthielt. Die in die Zellen aufgenommene
Farbstoffmenge dieser Referenzprobe wurde jeweils als 100%-Wert definiert.
Rhodamin 123 wurde in einer Konzentration von 5uM eingesetzt.

Ein Einfluss von sehr geringem Ausmal konnte bei folgenden Tensiden festgestellt
werden: Tween 80 (Abb. 15), Labrafil, Labrasol, Lauroglycol (Abb.12-12) und TPGS
(Abb.10). Sie verursachten eine erhohte Rhodaminaufnahme von nur 120-140%. Mit
Werten um 150% fiel dieser Effekt fir Cremophor EL (Abb.13), Cremophor RH 40
(Abb.14) und Solutol HS15 (Abb.17) etwas deutlicher aus.

Ein wesentlich starkerer Einfluss auf die Rhodaminaufnahme konnte bei allen
Mitgliedern der Pluronic-Gruppe festgestellt werden. Die grof3ten Auswirkungen
verursachten Pluronic P85, Pluronic P75 und Pluronic P105 (Abb. 1-3). Sie waren in
der Lage, die in der Zelle akkumulierte Rhodaminmenge auf Werte von bis zu 900%
der Kontrolle zu steigern. Auch bei Verwendung von Pluronic 44, Pluronic L62 und
Pluronic L64 (Abb. 3-5) wurden noch deutliche Steigerungen auf Werte von ca. 300%
beobachtet. Weniger grol3e, aber immer noch eindeutige Effekte konnten fir Pluronic
F68, Pluronic F108 und Pluronic L35 (Abb. 7-9) bestimmt werden. Die Zugabe dieser
Tenside hatte eine Erh6hung der aufgenommenen Rhodaminmenge auf Werte von
250% zur Folge.

Es konnte somit ein deutlicher Unterschied zwischen den getesteten Tensiden
festgestellt werden, wobei die Gruppe der Poloxamere (Pluronic) eindeutig die
groften Effekte verursachte.

Bei allen Tensiden, die einen Einfluss auf die Rhodaminanreicherung in den Zellen
hatten, war eine auffallendene Konzentrationsabhangigkeit des Effektes zu
beobachten. Zuerst konnte mit Erhdhung der Konzentration auch eine kontinuierliche
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Steigerung der Rhodaminaufnahme festgestellt werden. Nach Erreichen eines
Maximums war durch weitere Konzentrationserhdhug der Tenside keine weitere
Steigerung, sondern eine Verminderung dieses Effektes zu beobachten. Wie spater
noch gezeigt werden wird, liegt dieses Maximum im Bereich der CMC (critical
mizellization concentration) dieser Tenside. Dies weist darauf hin, dass die
Anreicherung von Rhodamin 123 von den einzelnen Tensidmolekulen und nicht
durch Mizellen hervorgerufen wird. Zwischen Tensidmolekllen, die frei in Ldsung
vorliegen und Tensidmolekullen, die in Mizellen gebunden sind, kommt es zur
Ausbildung eines Gleichgewichtszustands, sodass die Anzahl an frei vorliegenden
Tensidmolekiilen nach Uberschreiten der CMC konstant bleibt. Trotz einer Erhéhung
der gesamten Tensidkonzentration kommt es also nicht zu einer weiteren Steigerung
des Effekts, da die Konzentration an wirksamen freien Tensidmolekulen nicht groer
wird. Die Verringerung der Tensidwirkung bei Konzentrationen oberhalb der CMC
kann durch die Tatsache begrindet werden, dass ein Teil der Rhodaminmenge in die
Mizellen eingeschlossen wird, dadurch nicht in Kontakt mit der Zellmembran kommen
kann und deshalb nicht in die Zelle aufgenommen wird. Wie in Toxizitatsstudien noch
gezeigt werden wird, haben die meisten der getesteten Tenside erst bei
Konzentration Uber 1% eine toxische Wirkung. Dies ist in dieser Versuchsreihe durch
ein Absinken der aufgenommenen Rhodaminmenge unter den 100%-Refrenzwert
bei hohen Konzentrationen zu erkennen. Bei wenigen Tensiden, wie z.B. Pluronic
L62 (Abb.5) und Pluronic L64 (Abb.6) zeigt sich dies schon bei Konzentrationen um
1%. Die Verringerung der beobachteten Tensidwirkung nach Uberschreiten der CMC
ist somit nicht auf toxische Wirkungen zuruckzufuhren.

Die wirksamsten Tenside gehoéren zur grolen Gruppe der Polxamere (Pluronic).
Diese Tenside bestehen aus einer lipophilen zentralen Polyoxypropylenkette und
zwei seitlichen hydrophilen Polyoxyethylenkette. Durch Variation der Kettenlangen
entstehen zahlreiche Tenside mit unterschiedlichen hydrophilen und lipophilen
Eigenschaften. Bei genauer Betrachtung dieser Eigenschaften fallt auf, dass die
Tenside mit vorwiegend hydrophilen Eigenschaften, wie z.B. Pluronic F68 und
Pluronic F108, und die Tenside mit vorwiegend lipophilen Eigenschaften, wie z.B.
Pluronic L62, weniger effektiv sind als die Tenside mit ausgewogeneren hydrophilen
und lipophilen Eigenschaften, wie z.B. Pluronic P85 oder Pluronic P105. Zwei
Aspekte spielen hier eine Rolle. Eine gewisse Lipophilie scheint flr die Wirksamkeit
erforderlich zu sein. Tenside mit vorwiegend lipophilen Eigenschaften besitzen aber
eine relativ niedrige CMC, sodass sich bei diesen Tensiden nur wenige Molekule frei
in Losung befinden. Die Konzentration an aktiven Molekllen bleibt deshalb relativ
gering. Bei hydrophilen Tensiden liegt die CMC wesentlicher hoher. Hier liegen
wesentlich mehr Molekule frei vor, sodass trotz geringerer Wirksamkeit eine
ahnlicher groRRer Effekt wie bei lipophilen Tensiden beobachtet werden kann. Die
besten Effekte zeigen nun Tenside, die beide Eigenschaften vereinigen. Aufgrund
einer ausreichenden Lipophilie zeigten sie eine gute Wirksamkeit. Zusatzlich
zeichnen sie sich durch hydrophile Eigenschaften aus, was zur Folge hat, dass die
CMC in einem mittleren Konzentrationsbereich liegt, wodurch genigend
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Tensidmolekdile frei in Lésung und nicht in Mizellen eingebunden vorliegen. In dieser
Versuchsreihe waren dies Pluronic P 85, Pluronic P75 und Pluronic P105.

Um die Transportaktivitat von p-gp zu Uberprifen, wurde der Einfluss von PSC 833
auf die Rhodaminaufnahme in die Zellen untersucht. PSC 833 ist ein
Strukturanalogon von Ciclosporin A und ein sehr potenter Inhibitor von p-gp-
Transportprozessen. Hier wurden Steigerungen auf Werte bis zu 400% beobachtet.
Es wurde also eine ausreichende Aktivitat von p-gp nachgewiesen. Zusatzlich wurde
der Effekt von MK 571 Uberpruft. MK 571 ist ein spezifischer Inhibitor von MRP2,
einem Transportprotein, das ebenfalls in Caco-2-Zellen exprimiert wird und ahnliche
Transporteigenschaften wie p-gp aufweist. Da keine Auswirkung von MK 571 auf die
Rhodaminaufnahme in die Zellen festzustellen war, kann man davon ausgehen, dass
Rhodamin 123 nicht von MRP2 transportiert wird und die beobachteten Effekte nicht
mit einem MRP2-Transport in Zusammenhang stehen.

Eine Erklarungsmoglichkeit fur die Wirkungsweise dieser Tenside konnte eine
generelle Erhdhung der Durchlassigkeit der Membran sein, die durch die Einlagerung
in die Phospholipid-Doppelschicht der Zellmembran hervorgerufen werden kdnnte.
Bei der Verwendung von Sulforhodamin 101, einem Farbstoff, der nicht von p-gp
transportiert wird, und auch von anderen Fluoreszenzfarbstoffen, wie z.B.
Fluoreszein und Carboxyfluoreszein, wurde durch Zugabe der in diesem Versuch
wirksamen Tenside jedoch keine erhOhte Aufnahme in die Zellen festgestellt.
Deshalb kann man davon ausgehen, dass die beobachtete Anreicherung von
Rhodamin 123 nicht durch eine unspezifische Membranbeeinflussung sondern
vielmehr durch direkte Wechselwirkungen mit p-gp verursacht wurde. Die wirksamen
Tenside sind in der Lage die Transportaktivitat von p-gp, so zu beeinflussen, dass
das Transportprotein sein Substrat nicht mehr im normalen Ausmal} aus der Zelle
bzw. aus der Zellmembran transportieren kann. Dadurch gelangt mehr Rhodamin
123 in das Innere der Zellen. Diese Tenside kdénnen also einen Einfluss auf die
Resorption von p-gp-Substraten ausiben und eventuell zu einer gezielten
Resorptionsverbesserung eingesetzt werden.

Die Versuchsanordnung in dieser Versuchsreihe ermoglichte die Untersuchung einer
relativ grollen Anzahl von Tensiden in verschiedenen Konzentrationen. Allerdings
konnte lediglich die Aufnahme des Wirkstoffs in die Zellen und nicht die Permeation
durch die Zellschicht untersucht werden. Um dies zu untersuchen und eine genauere
Aussage Uber das Resorptionsverhalten machen zu kénnen, wurden mit einigen der
getesteten Tenside zusatzlich Transportstudien durchgefluhrt.
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Abb.1: Einfluss von Pluronic P85 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC: 0,030%)
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Abb.2: Einfluss von Pluronic P75 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC: 0,063%)
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Abb.3: Einfluss von Pluronic P105 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC:0,036%)
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Abb.4: Einfluss von Pluronic L44 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC:0,52%)
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Abb.5: Einfluss von Pluronic L62 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC:0,060%)
Pluronic L64
350 -
300 T
~ L
3 250 + _}
£ 200 -
g
§ 150 - == 286 262
£ 100 - 192
148
50 - 123 6]_; 100
0 | | E2 I

0.001% 0.005% 0.010% 0.050% 0.100% 0.500% 1.000% 5.000% Referenz

Konzentration

Abb.6: Einfluss von Pluronic L64 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC:0,079%)
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Abb.7: Einfluss von Pluronic F68 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC:0,26%)
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Abb.8: Einfluss von Pluronic F108 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC:0,046%)
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Abb.9: Einfluss von Pluronic L35 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC:0,92%)
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Abb.10: Einfluss von Labrafil auf die Aufnahme von Rhodamin 123
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Abb.11: Einfluss von Labrasol auf die Aufnahme von Rhodamin 123
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Abb.12: Einfluss von Lauroglycol auf die Aufnahme von Rhodamin 123

-50-



Ergebnisse und Diskussion

Cremophor EL

180 -
160
140 -
120 -
100 -
80 - 149
60 - 112 2 1%
40
20 -

HH

HH

HH
HH

HH

H

Aufnahme (% rel.)

0.0001% 0.0010% 0.0100% 0.1000% 1.0000% Referenz

Konzentration

Abb.13: Einfluss von Cremophor EL auf die Aufnahme von Rhodamion 123 (CMC:0,013%)
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Abb.14: Einfluss von Cremophor RH40 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC: 0,033%)
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Abb.15: Einfluss von Tween 80 auf die Aufnahme von Rhodamin 123 (CMC: 0,047%)
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3.3.2 Transportversuche mit Caco-2-Zellen:

Zur genaueren Beurteilung der in den Aufnahmeversuchen festgestellten Effekte der
getesteten Tenside wurde der Einfluss einiger ausgewahlter Substanzen in
Transportstudien untersucht. In dieser Versuchsanordnung kann der Durchgang des
Wirkstoffs durch die Zellschicht und nicht nur die Aufnahme in die Zellen untersucht
werden. Dadurch kann eine bessere Aussage im Hinblick auf den zu den
erwartenden Einfluss auf die Resorption von Wirkstoffen gemacht werden.

Als Modellsubstrat von p-gp diente wiederum Rhodamin 123 (Rege et al., 2002;
Dudeja et al., 1995; Miller et al., 1997 Dintaman et al. 1999). Die Integritat der
verwendeten Monolayer wurde durch Uberpriifung mit dem Parazelluldrmarker FITC-
Dextran 4000 und durch Bestimmung des trasnepithelialen elektrischen Widerstands
(TEER) sichergestellt. Ausgewahlt wurde Pluronic P85, da es in den
Aufnahmeversuchen einen sehr grossen Effekt hatte und eine Anreicherung von
Rhodamin 123 auf Uber das achtfache (850%) im Vergleich zur Referenzprobe
verursachte. Die Tenside Cremophor RH40 und Solutol HS15 hatten nur einen
geringen Einfluss und waren in der Lage die Rhodaminmenge lediglich auf Werte
von 150% bzw. 180% anzuheben. Sie haben aber, wie spater noch gezeigt wird,
einen grofl3en Einfluss auf den Transport von MRP2-Substraten. Um den Unterschied
zwischen p-gp- und MRP2-Transport zu verdeutlichen, wurden auch diese Tenside in
Transportversuchen untersucht. Pluronic P85 wurde in einer Konzentration von
0,05%, Solutol HS15 und Cremophor RH40 in einer Konzentration von 0,01%
eingesetzt. Die verwendete Konzentration von Rhodamin 123 betrug S5uM.

Die Charakterisierung des Transports von Rhodamin 123 durch die Zellschicht
erfolgte durch Bestimmung des apparenten Permeabilitatskoeffizienten (Papp). Fur
den Transport von der apikalen zur basolateralen Seite (ab) wurde ein Pgpp-Wert von
1,46x10° cm/s und fiir den Transport von der basolateralen Seite ein Wert von
5,83x10° cm/s ermittelt (Abb.19 und 20). Durch den deutlichen Unterschied konnte
ein aktiver, zur apikalen Seite gerichteter Transport nachgewiesen werden. Der
Zusatz von Pluronic P85 zur Probelésung von Rhodamin 123 hatte ein deutliche
Auswirkung auf die bestimmten Pg,-Werte. Der ab-Transport wurde auf einen Pgpp-
Wert von 3,45x10'6 cm/s erhdht und der ba-Transport auf einen Wert von 3,45x10'6
cm/s erniedrigt (Abb.19 und 20). Die Zugabe von Pluronic P85 erfolgte hier
zusammen mit Rhodamin 123 auf der basolateralen Seite. Auch bei Untersuchung
des ba-Transports nach Zugabe von Pluronic P85 zur apikalen Seite wurde ein Pgpp-
Wert von 3,56x10° cm/s ermittelt (Abb. 19und 20). Es spielte also keine Rolle zu
welcher Seite Pluronic P85 zugegeben wurde, es wurden die gleichen Effekte erzielt.
Die beobachteten Auswirkungen von Pluronic P85 sprechen fir ein Inhibierung des
aktiven Transports von Rhodamin 123 durch p-gp. Das Transportprotein pumpt
Rhodamin 123 aus der Zelle bzw. aus der Zellmembran aktiv in das apikale
Kompartiment der Diffusionskammer. Bei Zugabe zur apikalen Seite wird Rhodamin
123 entgegen seiner Diffusionsrichtung zuruck zur apikalen Seite transportiert. Dies
hat eine relativ niedrigen Pa,p-Wert zur Folge. Durch Zugabe von Pluronic P85 wird
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dieser aktive Transport unterbunden und Rhodamin 123 kann ungestort durch die
Zelle diffundieren. Bei Zugabe zur basolateralen Seite pumpt p-gp Rhodamin 123 in
Diffusionsrichtung zur apikalen Seite. Dies resultiert in einem relativ hohen Pgp,-Wert.
Bei Hemmung des aktiven Transports, erfolgt der Durchtritt durch die apikale
Zellmembran nur aufgrund passiver Diffusion, was eine Erniedrigung des Pgp,-Wert
zur Folge hat. Die Papp-Werte fir den ab- und den ba-Transports sind nach
Hemmung des aktiven Transports identisch. Dies spricht flr eine vollstandige
Inhibierung des p-gp-Transports durch Zugabe von Pluronic P85, sodass die
ermittelten Papp-Werte die Werte fur die passive Diffusion von Rhodamin 123
darstellen.

Zur Uberpriifung der Transportaktivitdt von p-gp wurde auch der Transport von
Rhodamin 123 nach Zugabe des spezifischen p-gp-Inhibitors PSC 833 untersucht.
Durch Zugabe von PSC 833 wurde der Papp-Wert des Transport von der apikalen zur
basolateralen Seite auf von 1,46x10° auf 3,73x10° cm/s erhdht und der Pp,-Wert fiir
die entgegengesetzte Richtung von 5,83x10° auf 3,53x10° cm/s erniedrigt. Die nach
Inhibitorzugabe  ermittelten Py,-Werte liegen nahe zusammen, wodurch eine
vollstandige Inhibierung des aktiven Transports durch p-gp gezeigt werden konnte
(Abb.21 und 22).

In den Versuchen zur Untersuchung des Einflusses von Cremophor RH40 (Abb.22
und 23) und Solutol HS15 (Abb.24 und 25) betrug der Papp-Wert fur den ab-Transport
von Rhodamin 123 1,18x10® cm/s bzw. 6,17x10° cm/s fiir den ba-Transport. Es war
also auch hier ein aktiver Transport zur apikalen Seite festzustellen. Von einer
ausreichenden Expression von p-gp in den verwendeten Zellen war somit
auszugehen. Nach Zugabe von Cremophor RH40 und Solutol HS15 wurden fir den
ab-Transport P,p,-Werte von 1,35x10° cm/s bzw. 1,40x10° cm/s bestimmt. Es
konnte nur ein geringer Einfluss dieser Tenside festgestellt werden. Auch fur den
Transport von der basolateralen zur apikalen Seite konnte nur eine sehr schwache
Wechselwirkung mit p-gp festgestellt werden, da hier Werte von 5,86x10°cm/s bzw.
5,88x10° cm/s ermittelt wurden. Diese Werte liegen alle im Bereich der Py,-Werte
fir Rhodamin 123 ohne Tensidzugabe.

Die Ergebnisse aus den Ausnahmeversuchen konnte in den Transportversuchen
bestatigt werden. Pluronic P85 ist in der Lage den Transport durch p-gp komplett zu
inhibieren und koénnte somit zur Resorptionsverbesserung von p-gp-Substraten
eingesetzt werden. Cremophor RH40 und Solutol HS15 zeigten kaum
Wechselwirkungen mit p-gp, die leichten Effekte, die in den Aufnahmeversuchen zu
beobachten waren, reichten nicht aus, um entscheidende Auswirkungen in den
Transportversuchen zu verursachen.

Die Wirkungsverbesserung von Zytostatika durch Tensidzugabe, z.B. von Cremophor
EL, vor allem in multi-drug-resistenten Krebszelllinien wurden schon von einiger Zeit
beobachtet. Zordan-Nuo et al. (1993) beschrieben Weschselwirkubgen von Triton X
100 mit p-gp in sehr geringen Konzentrationen. Cremophor EL, Solutol HS15 und
andere PEG-Fettsaureester sind Tenside, flr die ebenfalls entsprechende Effekte
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nachgewiesen wurden (Buckingham et al., 1996). Nerurkar et al. (1996, 1997)
beobachteten Auswirkungen auf den Transport eines Modellpeptids im Caco-2-
Modell durch Zugabe der Tenside, Tween 80 und Cremophor EL. Eine Wirkung u.a.
auch far Tween 80 wurde von Lo (98, 2003) festgestellt. Auch fir TPGS wurden
schon vergleichbare Effekte gezeigt (Dintaman, 1999). Rege et al. untersuchten die
die Wechselwirkungen von Tween 80, Cremophor EL und TPGS mit verschiedenen
Transportproteinen in Caco-2-Zellen und konnte einen Einfluss auf die p-gp-
Transportaktivitat feststellen. Tayruoz et al. (2003) konnten durch Zugabe von
Cremophor RH40 eine Resorptionsverbesserung von Digoxin beobachten. Die
Gruppe der Poloxamere wurde von Batrakova et al. (1998) genauer untersucht. Fur
alle getesteten Poloxamere wurden in Versuchen sowohl mit Caco-2-Zellen als auch
mit Gehirnkapillarendothelzellen Wechselwirkungen mit p-gp festgestellt. Die groiten
Effekte wurden hierbei flr Pluronic P85 beobachtet. In anderen Studien zeigte sich
auch Pluronic L61 als sehr wirkungsvoll (Evers et al., 2000; Venne et al. 1996).

Ein direkter Vergleich des Ausmales der in diesen Studien festgestellten
Wechselwirkungen von Tensiden mit p-gp ist schwierig, da alle Versuche mit
unterschiedlichen Zelllinien in verschiedenen Versuchsanordnungen durchgefuhrt
wurden. So wurden z.B. haufig Krebszelllinien verwendet, einige Arbeitsgruppen
verwendeten Caco-2- oder auch Gehirnkapillarendothelzellen. Einige Ergebnisse
wurden durch Humanstudien erhalten. Aulerdem wurden verschiedene Substrate
von p-gp verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit ist ein Vergleich des Effekts der
verschiedenen Tenside moglich, da fur alle Tenside die gleichen
Versuchsbedingungen vorlagen. Hierbei wurde deutlich, dass viele Tenside
Wechselwirkungen zeigten, aber die Gruppe der Poloxamere (Pluronic) eindeutig die
groliten Effekte verursachte.
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Transport Rhodamin 123 mit Pluronic 85
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Abb.19: Transport von Rhodamin123 unter Einfluss von Pluronic P85
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Abb.20: P,p.-Werte des Transport von Rhodamin 123 unter dem Einfluss von Pluronic P85
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Abb.22: Transport von Rhodamin123 unter Einfluss von PSC 833
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Abb.23: P,p,-Werte des Transports von Rhodamin 123 unter Einfluss von PSC 833
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Transport Rhodamin 123 mit Cremophor RH40

4,00E-04 -
3,50E-04 -
3,00E-04 -
2,50E-04 -
2,00E-04 ~

1,50E-04 - /
1,00E-04 - /L
. =

transportierte Menge(umol)

5,00E-05 - ‘/;/:t/’”' : =
0,00E+00 ff—mmeet— 1 ‘ ‘ ‘
0 15 30 45 60 75 90
Zeit (min.)
—o—ab —l—ba ab+CrRH40 ba+CrRH40

Abb.24: Transport von Rhodamin 123 unter dem Einfluss von Cremophor RH40
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Abb.25: P,p,-Werte des Transports von Rhodamin 123 unter dem Einfluss von Cremophor RH40
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Transport Rhodamin 123 mit Solutol HS15
4,00E-04 -
3,50E-04
3,00E-04 - I

2,50E-04 -

b4

2,00E-04 -

1,50E-04

transportierte Menge (umol)

1,00E-04 -

5,00E-05 -

0,00E+00 F—=
0

Zeit (min.)

—&—ab —l—ba ab+SoHS15 ba+SoHS15

Abb.26: Transport von Rhodamin 123 unter dem Einfluss von Solutol HS15
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Abb.27: P,p-Werte des Transports von Rhodamin 123 unter dem Einfluss von Solutol HS15
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3.4 Wechselwirkung von Tensiden mit MRP2

3.4.1 Aufnahmeversuche mit Caco-2-Zellen:

Zur Untersuchung des Einflusses von Tensiden auf den Transport durch MRP2,
wurde zunachst die Aufnahme eines MRP2-Substrats in Caco-2-Zellen untersucht.
Da MRP2 ebenso wie p-gp zur ABC-Transporterfamilie gehért und dadurch ahnliche
Transporteigenschaften aufweist, war es von Interesse, ob vergleichbare Effekte wie
in den vorhergehenden Versuchen zur Untersuchung der Wechselwirkungen von
Tensiden mit p-gp zu beobachten sind. Als Modellsubstrat zur Untersuchung des
Transports durch MRP2 wurde der Fluoreszenzfarbstoff Sulforhodamin 101
ausgewahlt. Diese Substanz wird selektiv von MRP2 transportiert und kann relativ
einfach fluorimetrisch analysiert werden (Miller et al., 1998). Zur Auswahl kamen die
gleichen Tenside, die schon in den Versuchen zur Untersuchung des p-gp-Transport
getestet wurden.

Nach Inkubation der Caco-2-Zellen mit Sulforhodamin 101 wurde die Menge an
Farbstoff, die in die Zellen gelangte fluorimetrisch bestimmt. Die Referenzprobe
enthielt ausschliellich Sulforhodamin 101. Die Menge, die sich hier in den Zellen
anreicherte wurde als 100%-Wert definiert. Der Einfluss der Tenside wurde durch
gleichzeitige Zugabe von Tensiden in verschiedenen Konzentrationen untersucht.
Die Angabe der in die Zellen aufgenommenen Menge am Sulforhodamin 101 erfolgte
in Relation zur Referenzprobe. Sulforhodamin 101 wurde in einer Konzentration von
5uM eingesetzt.

Im Gegensatz zu den Versuchen mit Rhodamin 123 zeigten hier Poloxamere
(Pluronic) nur einen sehr geringen Einfluss auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101
in das Zellinnere. Die meisten verursachten keine Veranderung der aufgenommenen
Substanzmenge, wie z.B. Pluronic P85 (Abb.29), Pluronic L44 (Abb.31), Pluronic L62
(Abb.32), Pluronic F68 (Abb. 35) und Pluronic F108 (Abb. 37). Einige Poloxamere,
wie z.B. Pluronic L35 (Abb.30), Pluronic L64 (Abb.33), Pluronic P75 (Abb.34) und
Pluronic P105 (Abb.37) verursachten mit Werten von 150-180% einen leichten
Anstieg der aufgenommenen Sulforhodaminmenge. Auch die Tenside TPGS
(Abb.40), Tween 80 (Abb.39) und Cremophor EL (Abb.38) konnten keinen
entscheidenden Einflul auf die im Zellinnern angereicherten Menge an
Sulforhodamin 101 austben. Ein eindeutiger Effekt konnte jedoch nach Zugabe von
Cremophor RH40 (Abb.27) und Solutol HS15 (Abb.28) festgestellt werden. Diese
beiden Tenside waren in der Lage, die Sulforhodaminmenge, die ins Innere der
Zellschicht gelangen konnte, auf Werte Uber 300% anzuheben. Auch hier zeigte sich
eine auffallende Konzentrationsabhangigkeit des zu beobachtenden Effekts. Das
Ausmald der Sulforhodaminanreicherung vergrof3erte sich bis zu einem Maximum,
das im Bereich der CMC lag, danach war eine Verringerung der Effekts festzustellen.
Dies ist auf die Wirksamkeit der freien Tensidmolekile zurlckzufuhren. Nach
Erreichen der CMC steigt die Konzentration an freien Tensidmolekllen nicht mehr
an, sodass keine Steigerung des Effekts mit steigender Tensidkonzentration zu
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beobachten ist. Oberhalb der CMC bilden sich Mizellen, in die Sulforhodamin 101
eingeschlossen wird und so nicht mehr in direkten Kontakt mit der Zellmembran
kommen kann. Dies fuhrt zu einer Verringerung der aufgenommenen Wirkstoffmenge
im Vergleich zum Maximalwert.

Zur Uberpriifung einer ausreichenden Aktivitatt von MRP2 wurde der Effekt des
selektiven MRP-Inhibitors, MK 571, untersucht. MK 571 verursachte eine Erhdhung
der intrazellular angereicherten Sulforhodaminmenge auf einen Wert von 310%
(Abb.41). Dadurch konnte gezeigt werden, dass die verwendeten Zellen uber eine
ausreichende Expression und Funktionalitdt von MRP2 verfligen. Der p-gp-Inhibitor,
PSC 833, hatte keinen Einfluss auf die Anreicherung von Sulforhodamin 101 im
Zellinnern (Abb.41). Durch diesen Versuch konnte ausgeschlossen werden, dass
Effekte die beim Transport von Sulforhodamin 101 beobachtet wurden, mit einem p-
gp-Transport in Zusammenhang stehen.

Die beobachteten Effekte von Cremophor RH40 und Solutol HS15 sind auf
Wechselwirkungen mit MRP2 zurtickzufihren. Durch den Einfluss dieser Tenside
kommt es zu einem Verlust der Transportaktivitat von MRP2, sodass Substrate nicht
mehr aus der Zelle gepumpt werden und dadurch in einer groReren Menge in das
Zellinnere gelangen.

Trotz der Ahnlichkeit zwischen MRP2 und p-gp wurden nicht die gleichen
Wechselwirkungen mit Tensiden festgestellt. In den Untersuchungen zu beiden
Transportproteinen konnten Wechselwirkungen mit Tensiden festgestellt werden,
jedoch in beiden Fallen mit Tensiden unterschiedlicher Gruppen. Die Poloxamere
zeigten einen deutlichen Einfluss auf die Aktivitat von p-gp und beeinflussten die
Transporteigenschaften von MRP2 kaum. Die Tenside Cremophor RH40 und Solutol
HS15 wiederum zeigten deutliche Wechselwirkungen mit MRP2, und verursachten
kaum Veranderungen der Aktivitat von p-gp. Es mussen hier also spezifische
Wechselwirkungen mit den jeweiligen Transportproteinen vorliegen. Bei einer
allgemeinen Membranbeeinflussung durch die Tenside und einer daraus
resultierenden groleren Durchlassigkeit der Zellmembran, waren diese Unterschiede
nicht so deutlich zu beobachten.

Um eine genauere Aussage Uber die zu erwartenden Auswirkungen der wirksamen
Tenside auf die Resorption machen zu kénnen, wurde mit diesen Tensiden auch
Transportversuche durchgefuhrt. In diesen Versuchen kann nicht nur die Aufnahme
des Wirkstoffs in die Zellen, sondern auch der Durchtritt durch die Zellschicht
untersucht werden.
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Abb.27: Einfluss von Cremophor RH40 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,033%)
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Abb.28: Einfluss von Solutol HS15 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,049%)
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Abb.29: Einfluss von Pluronic P85 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,047%)
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Abb.30: Einfluss von Pluronic L35 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,92%)
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Abb.31: Einfluss von Pluronic L44 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,52%)
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Abb.32: Einfluss von Pluronic L62 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC: 0,060%)
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Abb.33: Einfluss von Pluronic L64 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,079%)
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Abb.34: Einfluss von Pluronic P75 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,063%)
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Abb.35: Einfluss von Pluronic F68 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,26%)
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Abb.39: Einfluss von Tween 80 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,047%)
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Abb.40: Einfluss von TPGS auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101 (CMC:0,020%)
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Abb.41: Einfluss von MK 571 und PSC 833 auf die Aufnahme von Sulforhodamin 101
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3.4.2 Transportversuche mit Caco-2-Zellen:

Nach Durchfihrung der Aufnahmeversuche zur Feststellung einer Wechselwirkung
zwischen Tensiden und MRP2, wurden einige Tenside auch in Transportstudien
untersucht. In Transportstudien wird der Durchtritt von Substanzen durch die
Zellschicht und nicht nur deren Aufnahme in das Innere der Zellen bestimmt. Durch
diese Versuchsanordnung konnen die zu erwartenden Auswirkungen auf die
Resorption besser beurteilt werden.

Da die Tenside, Cremophor RH40 und Solutol HS15 in den Aufnahmeversuchen den
groldten Einfluss auf den Transport durch MRP2 aufwiesen, wurden sie auch in
Transportversuchen untersucht. Zur Kontrolle wurde auferdem Pluronic P85
getestet. Dieses Tensid zeigte in den Aufnahmeversuchen keine gro3e Wirkung auf
den MRP2-vermittelten Transport, dagegen einen grof3en Einfluss auf den Transport
durch p-gp. Als Modellsubstrat fur den MRP2-Transport diente wiederum
Sulforhodamin 101, da es selektiv von diesem Exportprotein transportiert wird und
fluorimetrisch relativ einfach zu analysieren ist (Miller et al., 1998). Der Transport von
Sulforhodamin 101 wurde sowohl von der apikalen zur basolateralen (ab) als auch
von basolateralen zur apikalen Seite (ba) bestimmt. Die Zugabe der Tenside erfolgte
zusammen mit Sulforhodamin 101. Zusatzlich wurden die Tenside bei der
Untersuchung des ba-Transports in das apikale Kompartiment, Sulforhodamin 101
hingegen in das basolaterale Kompartiment, zugegeben. Die Tenside wurden in den
Konzentrationen eingesetzt, die in den Aufnahmeversuchen die deutlichsten Effekte
zeigten. Bei Cremophor RH40 und Solutol HS15 betrug sie 0,01%, bei Pluronic P85
0,05%. Sulforhodamin 101 wurde in einer Konzentration von 5uM eingesetzt. Die
Integritat der verwendeten Monolayer wurde durch Bestimmung des transepithelialen
Widerstands (TEER) und durch Bestimmung der Permeationsrate des
Parazellularmarkers, FITC-Dextran 4000, sichergestellt.

Die Charakterisierung des Transports erfolgte anhand der Bestimmung des
apparenten Permeabilitatskoeffizienten (Papp) von Sulforhodamin 101 durch die
Zellschicht. Fur den Transport von Sulforhodamin 101 ohne Tensizugabe von der
apikalen zur basolateralen Seite (ab) wurde ein Pap,-Werte von 3,1x107 cm/s und fiir
den Transport von der basolateralen zur apikalen Seite (ba) eine Wert von 1,7x10°
cm/s ermittelt (Abb.42 und 43). Durch den deutlichen Unterschied dieser Werte
konnte eindeutig ein zur apikalen Seite gerichteter aktiver Transport festgestellt
werden. Die Zugabe von Cremophor RH40 verursachte einen Anstieg des P,pp-Werts
des ab-Transports auf 5,21x10° cm/s und eine Verringerung des Werts fiir den ba-
Transport auf 1,06x10° cm/s. Die Bestimmung des Pap,-Werts fiir den ba-Transport
und Zugabe von Cremophor RH40 zur apikalen Seite ergab einen Wert von 8,37x10"
® cm/s und zeigte, dass die Wirksamkeit nicht vom Ort der Applikation abhingt
(Abb.44 und 45). Cremophor RH40 Ubte also einen deutlichen Einfluss auf den
Transport von Sulforhodamin 101 aus, wobei der Einfluss auf den ab-Transport
geringer ausfiel als auf den ba-Transport. Nach Zugabe von Cremophor RH40 war
noch ein Unterschied in den Pp,-Werten fur beide Richtungen zu erkennen. Dieses
Tensid war also nicht der Lage den aktiven Transport vollstandig zu blockieren.
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Die Verwendung von Solutol HS15 flhrte hingegen zu einer vollstandigen
Inhibierung des aktiven Transports von Sulforhodamin 101. Der Pap,-Wert fur den ab-
Transport erhdhte sich auf von 3,1x107 auf 9,17x10-7 cm/s und der Wert fiir den ba-
Transport verringerte sich auf von 1,7x10° auf 1,05x10° cm/s. Bei Zugabe zur
apikalen Seite wurde fiir den ba-Transport ein P,,,-Wert von 1,08x10° cm/s ermittelt
(Abb.44 und 45). Auch hier spielte die Seite der Applikation keine Rolle fir die
Wirksamkeit des Tensids. Die Papp-Werte des ab-Transports und des ba-Transport
unterscheiden sich nach Verwendung von Solutol HS15 kaum. Es war also kein
gerichteter Transport mehr zu erkennen. Dies spricht fur eine vollstdndige Hemmung
der Transportaktivitat von MRP2 durch Solutol HS15.

Zur Kontrolle, ob es sich bei den Effekten, die beim Transport von Sulforhodamin 101
beobachtet werden, tatsachlich um Wechselwirkungen mit MRP2 handelt, wurden
auch Transportstudien unter Verwendung von MK 571, einem spezifischen Inhibitor
von MRP2, durchgefuhrt. Die Zugabe von MK 571 hat eine Erhéhung des Pgpp,-Werts
fiir den ab-Transport von 3,10x10” auf 1,02x10° cm/s und eine Erniedrigung des
Papp-Werts fiir den ba-Transport von 1,70x10° auf 1,10x10° cm/s zur Folge (Abb.
46 und 47). Es wurde also kein gerichteter Transport mehr festgestellt. Dadurch
konnte gezeigt werden, das MK 571 den aktiven Transport von Sulforhodamin101
komplett hemmt. Daraus kann geschlossen werden, dass Sulforhodamin 101
hauptsachlich von MRP2 aktiv transportiert wird.

Pluronic P85 ist ein Tensid, das in den vorausgehenden Versuchen sehr starke
Wechselwirkungen mit p-gp zeigte und in der Lage war, bei Verwendung von
Rhodamin 123, einem p-gp-Substrat, die Transportaktivitat von p-gp vollstandig zu
hemmen. Zur Kontrolle wurde auch dieses Tensid auf seine Wechselwirkungen mit
MRP2 untersucht. In dieser Versuchsreihe ergaben sich Pp.-Werte fir den Transport
von Sulforhodamin 101 von 5,76x10° (ab) und 1,16x10° cm/s (ba). Die Werte lagen
hier etwas hoher, aber es konnte auch hier ein deutlich gerichteter Transport
festgestellt werden. Nach Zugabe von Pluronic P85 wurden Werte von 6,3x10° cm/s
fiir den ab-Transport und 1,10x10™ cm/s fiir den ba-Transport ermittelt (Abb.48 und
49). Pluronic P85 ubte somit keinen Einfluss auf die Transporteigenschaften vom
MRP2 aus.

Die in den Aufnahmeversuchen erhaltenen Ergebnisse konnten in den
Transportversuchen bestatigt werden. Die beiden Tenside Cremophor RH40 und
Solutol HS15 gehen Wechselwirkungen mit MRP2 ein und sind in der Lage die
Transportaktivitat von MRP2 zu unterbinden. Hierbei war Solutol HS15 etwas
wirksamer als Cremophor RH40. Diese beiden Tenside Uben also nicht nur einen
deutlichen Einfluss auf die Aufnahme von MRP2-Substraten in die Zellschicht aus,
sondern auch auf den Transport von Substanzen durch die Zellschicht hindurch. Es
ist somit zu erwarten, dass sie auch Auswirkungen auf die Resorption zeigen. Beide
Tenside koénnten somit gezielt zu einer Resorptionsverbesserung von MRP2-
Substraten eingesetzt werden. Wie in den vorigen Versuchen zeigte sich auch in
diesen Versuchen ein deutlicher Unterschied zwischen den Wechselwirkungen von
Tensiden mit p-gp und MRP2. Pluronic P85 hatte ganz im Gegensatz zu den
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Versuchen zur Wechselwirkung mit p-gp in diesen Versuchen keinen entscheidenden
Einfluss auf den Transport von Sulforhodamin 101. Es liegt hier also wahrscheinlich
nicht der gleiche Inhibierungsmechanismus vor. Auch eine unspezifische
Beeinflussung der Zellmembran durch die zugesetzten Tenside und eine daraus
resultierende erhodhte Durchlassigkeit der Zellmembran kann als Ursache eines
gesteigerten Substanztransports ausgeschlossen werden. In diesem Fall hatte man
eine erhohte Transportrate in beide Richtungen beobachten missen. In diesen
Versuchen wurde aber durch einen Tensidzusatz der Transport des MRP2-Substrats
von der basolateralen zur apikalen Seite erniedrigt. Aullerdem waren keine so
deutlichen Unterschiede in den Wechselwirkungen der Tenside auf die beiden
Transportproteine festzustellen gewesen.

Wahrend die Wechselwirkungen von Tensiden mit p-gp von einigen Arbeitsgruppen
schon untersucht wurden, gibt es zu der Auswirkung von Tensiden auf die Aktivitat
von anderer Mitglieder der ABC-Transporterfamilie bisher noch sehr wenige
Ergebnisse. Fur Cremophor EL z.B. konnte in einer Studie von Aszalos et al.(1999)
keine eindeutige Wirkung auf MRP1 nachgewiesen werden. Miller et al. (1999)
untersuchten die Auswirkungen einiger Poloxamere und auf den Transport von
MRP1 und konnten hierbei zeigen, dass Pluronic L81, Pluronic P85 und Pluronic
F108 in Lage waren, die Aktivitat von MRP1 zu inhibieren. Diese Ergebnisse konnten
jedoch fur Pluronic L61 nicht bestatigt werden (Evers et al., 2000). Hierbei wurden
auller den Wechselwirkungen mit MRP1 auch die Wechselwirkungen mit MRP2
untersucht. Pluronic L61 hatte aber auf die Aktivitat beider Transportproteine keinen
Einfluss. In einer Studie von Bogman et al. (2003) wurde eine Reihe von Tensiden,
unter ihnen u.a. Cremophor EL, TPGS, Tween 80, Pluronic L61 und Pluronic L81, an
MRP2-Uberexprimierenden  Zellen untersucht. Auch hier konnte keine
Beeintrachtigung der Aktivitat von MRP2 durch Zugabe der erwahnten Tenside
beobachtet werden.

Auch in dieser Arbeit zeigten die meisten den getesteten Tenside keinen Einfluss auf
die Aktivitat von MRP2, es konnten jedoch mit Cremophor RH40 und Solutol HS15
zwei Tenside identifiziert werden, die in der Lage waren, den Transport durch MRP2
zu hemmen. p-gp und MRP2 besitzen als Mitglieder der gleichen Transporterfamilie
einen teilweise ahnlichen Aufbau und vergleichbare Transporteigenschaften. Trotz
dieser Gemeinsamkeiten wurde in dieser Arbeit und allen bisherigen
Veroffentlichungen eine unterschiedlicher Einfluss Tenside auf den Transport von p-
gp und MRP2 festgestellt. Es liegt somit wahrscheinlich nicht derselbe
Wirkungsmechanismus zugrunde, sondern spezifischere Wechselwirkungen der
Tenside mit den einzelnen Transportproteinen.
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3.5 Wechselwirkung von Tensiden mit p-gp (ll)

3.5.1 Aufnahmeversuche mit Gehirnkapillarendothelzellen

Die Blut-Hirn-Schranke (blood brain barrier, BBB) stellt flir Arzneistoffe, deren
Zielorgan das Gehirn ist, eine bedeutende Barriere dar. Sie wird durch einen dichten
Abschluss des Lumens der Kapillaren gegenuber dem Gehirngewebe aufgebaut.
Dies wird u.a. durch eine ausgepragte Ausbildung von tight-junctions zwischen den
Gehirnkapillarendothelzellen erreicht. Eine wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung
dieser Barriere spielt aulRerdem das Transportprotein, p-gp. Durch seine Anordnung
in der luminalen Membran der Endothelzellen transportiert es seine Substrate, aus
der Zelle bzw. bereits aus der Zellmembran zurlck in das Kapillarlumen, wodurch ein
Eindringen dieser Substanzen vom Blutstrom in das Gehirngewebe ganz verhindert
oder zumindest stark eingeschrankt wird (Schinkel, 1999, Misra et al., 2003). Wie
auch die Epithelzellschicht des Dinndarms stellt die Endothelzellschicht der
Gehirnkapillaren eine Barriere dar, die das Passieren vieler Stoffe erschwert. Hierbei
spielen Transportproteine eine wichtige Rolle. Da bereits in den Versuchen mit Caco-
2-Zellen, als Modell fur das Dunnarmepithel, gezeigt wurde, dass Tenside eine
Wechselwirkung mit Transportproteinen eingehen und dadurch einen Einfluss auf die
Resorption ausuben, sollte nun untersucht werden, ob ein entsprechender Effekte
ebenfalls in Gehirnendothelzellen, als Modell fur die Blut-Hirn-Schranke, zu
beobachten ist. Sollte eine Wirksamkeit festgestellt werden, kdnnte durch Zugabe
dieser Tenside eine bessere Aufnahme von Arzneistoffen in das Gehirngewebe
erzielt werden, die normalerweise von p-gp zuruck in den Blutstrom transportiert
werden.

Die Versuche wurden mit einer Primarkultur von Gerhinkapillarendothelzellen, die
aus Schweinehirn isoliert wurden (porcine brain capillary endothelial cells, PBCEC),
durchgefuihrt. Als Modellsubstrat zur Untersuchung des Einflusses von Tensiden auf
die Transportaktivitat von p-gp diente der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 123. Der
Versuchsaufbau entsprach den vorherigen Versuchen mit Caco-2-Zellen. Die Zellen
wurden mit Rhodamin 123 allein und zusammen mit Tensiden in verschiedenen
Konzentration inkubiert und ein Unterschied in der in die Zellen aufgenommenen
Farbstoffmenge bestimmt. Die Angabe der Ergebnisse erfolgte in Bezug zur
Referenzprobe, die nur Rhodamin 123 enthielt und als 100%-Wert definiert wurde.

Untersuchungen zur Wechselwirkung von Tensiden mit dem Transportprotein MRP2
waren mit diesen Zellen nicht moglich. Nach Inkubation der Zellen mit Sulforhodamin
101, einem MRP2-Substrat, und Zugabe von MK 571, einem MRP2-Inhibitor, konnte
keine Veranderung der aufgenommenen Sulforhodaminmenge festgestellt werden.
Dies lasst auf eine nicht ausreichend MRP2-Expression dieser Zellen schliel3en. Das
Vorkommen von MRP2 in Gehirnendothelzellen wurde in isolierten Kapillaren schon
gezeigt (Nobmann; 2001). Die Expression von MRP2 in der Primarkultur ist aber
noch nicht eindeutig nachgewiesen. In diesen Versuchen war die Expression jedoch
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nicht vorhanden oder zumindest so gering, das keine funktionelle Aktivitat
beobachtet werden konnte.

Die Versuche ergaben ahnliche Ergebnisse wie in den vorherigen Untersuchungen
mit Caco-2-Zellen. Pluronic P85 war in Lage die aufgenommene Rhodaminmenge
auf einen Wert von uber 300% anzuheben (Abb.50). Auch hier war wieder eine
charakteristische Konzentrationsabhangigkeit des Effekts zu beobachten. Das
maximale Ausmald des Einflusses lag ungefahr im Bereich der CMC, bei hdheren
Konzentrationen war es weniger stark ausgepragt. Dies deutet erneut darauf hin,
dass dieser Effekt von den frei in Losung vorliegenden Tensidmolekulen und nicht
von Mizellen verursacht wird.

Die Tenside, Cremophor RH40 und Solutol HS15, die beide einen groRen Einfluss
auf den Transport durch MRP2 zeigten, hatten in diesen Versuchen wie auch schon
in den Untersuchungen mit Caco-2-Zellen keine Auswirkung auf die Anreicherung
von Rhodamin 123 in der Endothelzellschicht (abb.51 und 52).

Zur Kontrolle der p-gp-Aktivitdt wurde der spezifische p-gp-Inhibitor PSC 833
eingesetzt. Nach Zugabe dieses Inhibitors wurde einer Erhdhung der in die Zellen
gelangte Menge an Rhodamin 123 auf einen Wert von Uber 300% des Kontrollwerts
festgestellt (Abb.50). Dadurch konnte gezeigt werden, dass in den hier verwendeten
Zellen eine ausreichende Aktivitat von p-gp vorliegt. Ohne Zugabe des Inhibitors
wurde Rhodamin 123 aus der Zelle bzw. Zellmembran transportiert und deshalb
konnte nur eine geringe Substanzmenge in die Zellen diffundieren.

Die erhaltenen Ergebnisse der Untersuchungen mit Caco-2-Zellen konnten durch die
Versuche mit Gehirnkapillarendothelzellen bestatigt werden. Es wurden deutliche
Effekte durch Tenside auf die Aufnahme von Rhodamin 123 in die Zellen festgestellt.
Hierbei gab es deutliche Unterschiede zwischen den Tensiden. Eine generelle
Erhdhung der Durchlassigkeit der Zellmembran ist hierbei nicht der Grund der
Substanzanreicherung in den Zellen, da in Versuchen mit Sulforhodamin 101, einem
Fluoreszenzfarbstoff, der in diesen Zellen nicht aktiv transportiert wird, keine
Auswirkung dieser Tenside auf die in die Zellen aufgenommene Substanzmenge zu
beobachten war. Wie auch in den vorangegangenen Versuchen handelt es sich bei
den beoachteten Effekten um Wechselwirkungen mit p-gp. Durch Hemmung der
Transportaktivitat, wird das Substrat nicht mehr aus der Zelle bzw. Zellmembran
entfernt, sodass eine grofiere Menge des Substrats in die Zellen gelangt.

Aufgrund dieser Ergebnisse scheint es mdglich zu sein, durch die Zugabe
bestimmter Tenside eine bessere Aufnahme von Arzneistoffen, die durch die
Transportaktivitat von p-gp am Passieren der Blut-Hirn-Schranke gehindert werden,
in das Gehirngewebe zu erzielen.
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3.6 Kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) von Tensiden

Die Kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) ist eine charakteristische
Kenngrofle fur Tenside. Bei geringer Tensidkonzentration liegen die einzelnen
Tensidmolekdle frei in Lésung vor und lagern sich an der Oberflache der Lésung an.
Bei Ansteigen der Tensidkonzentration wird die Oberflache vollstandig bedeckt und
die Tenside lagern sich zu Aggregaten zusammen. Dies bezeichnet man als
Mizellbildung. Die Tensidmolekule richten sich hierbei im wassrigen Medium mit
ihrem hydrophilen Molekulteil nach auf3en und mit ihrem lipophilen Molekulteil nach
innen aus. Es bildet sich oberhalb der CMC ein Gleichgewicht zwischen Molekulen,
die frei in Losung vorliegen und Molekilen, die in Mizellen eingebunden sind, aus,
wobei die Konzentration an freien Molekulen konstant bleibt. Die CMC hangt
aullerdem von der Temperatur ab. Sowohl der hydrophile als auch der lipophile
Molekulteil liegt bei niedrigen Temperaturen hydratisiert vor. Bei steigender
Temperatur verliert vor allem der lipophile Molekulteil seine Hydrathulle , wird
wasserunloslich und 16st dadurch die Mizellbildung aus. Die Temperatur, bei sich
Mizellen ausbilden wird auch als Kritische Mizellbildungstemperatur (critical micelle
temperature, CMT) bezeichnet (Bauer, 1999; Voigt, 2000).

Es gibt verschiedene Methoden zur Bestimmung der CMC, die unterschiedliche
Eigenschaften der Tensidlésungen ausnutzen. Haufig erfolgt die Bestimmung Uber
die Ermittlung der Anderung der Oberflachenspannung oder der Viskositat. In dieser
Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff Diphenylhexatrien (DPH) verwendet. Frei in
Lésung vorliegend zeigt DPH keine oder nur eine sehr geringe Fluoreszenz. Befindet
sich DPH jedoch in einer lipophilen Umgebung, wie zum Beispiel eingelagert
zwischen die lipophilen Molekulteile der Tenside in einer Mizelle, kann eine starke
Fluoreszenz beobachtet werden. Die Bestimmung der CMC erfolgt durch Ermittlung
des sprunghaften Fluoreszenzanstiegs bei steigender Tensidkonzentration (Abb.53).
Da die CMC stark temperaturabhangig ist, wurden die Versuche bei einer konstanten
Temperatur von 37°C und nicht bei Raumtemperatur durchgeflhrt, da dies die
Temperatur war, die bei der Durchfihrung der Zellversuche vorlag und da sie den
physiologischen Bedingungen entspricht. Die Bestimmung erfolgte im Puffer (KRB),
der in den Zellversuchen verwendet wurde, und nicht in reinem Wasser, da das
Vorhandensein von Elektrolyten ebenfalls eine starken Einfluss auf die CMC ausubt.
CMC-Angaben aus der Literatur sind oft nicht einheitlich. Dies kann zum einen an
den oben beschriebenen unterschiedlichen Bestimmungsmethoden und
Versuchsbedingungen liegen. Zum anderen kann die heterogene Zusammensetzung
der Tenside problematisch sein. Durch ihre Synthese bedingt sind Tenside oft
Stoffgemische unterschiedlicher Zusammensetzung, wodurch unterschiedliche CMC-
Werte zu erklaren sind.

Die Kenntnis der CMC war fur diese Arbeit wichtig, da die festgestellten
Wechselwirkungen der getesteten Tenside mit den Transportproteinen einen
charakteristischen konzentrationsabhangigen Verlauf aufwiesen. Da dieser Verlauf
ein auffalliges Maximum zeigte, lag die Vermutung nah, dass dieses Maximum mit
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der CMC und mit dem Vorhandensein von frei in Losung befindlichen und in Mizellen
gebundenen Tensidmolekulen in Zusammenhang steht. Dies konnte durch die
Ermittlung der CMC unter Einhaltung der Versuchsbedingungen bestatigt werden, da
der maximale Effekt in den Versuchen zu den Wechselwirkungen der Tenside mit p-
gp und MRP2 jeweils im Bereich der hier bestimmten CMC lag.

CMC Pluonic P85

*

25 -24 23 22 -21 -20 -19 18 -1.7 -16 -15 14 13 -12 11 -1.0 -09 08 -07 -06 05 04 -03 -02 -01 00

log Kore. (%)

Abb.53: CMC Bestimmung am Beispiel von Pluronic P85 durch Fluoreszenzanstieg von DPH

Tensid CMC (%)

Pluronic L35 0,920
Pluronic L44 0,520
Pluronic L62 0,060
Pluronic L64 0,079
Pluronic F68 0,260
Pluronic P75 0,063
Pluronic P85 0,030
Pluronic P105 0,036
Pluronic F108 0,046
Cremophor EL 0,013
Cremophor RH40 0,033
Solutol HS15 0,049
Tween 80 0,047

TPGS 0,020

Abb.54: Kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) der verwendeten Tenside
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3.7 Membranfluiditat:

3.7.1 Einfluss von Tensiden auf die Membranfluiditat von Caco-2-Zellen

Der Mechanismus der Inhibierung von p-gp bzw. MRP2 durch Tenside ist bisher
noch unbekannt. Eine interessante Erklarungsmaéglichkeit ware eine Anderung der
Membranfluiditat, die durch Einlagerung der Tenside in die Zellmembran hervorge-
rufen wird. Die umgebende Membran, in die ein Transportprotein eingebettet ist, hat
einen grolRen Einfluss auf seine Transportaktivitat (Romsicki et al., 1999). Durch eine
Erhdhung oder Erniedrigung der Membranfluiditdt konnen z.B. Konformations-
anderungen des Proteins, die flr die Transportfunktion notwendig sind, erleichtert
oder erschwert werden und so einen Einfluss auf die Transportktivitat des Proteins
ausliben. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Anderung der Mem-
branfluiditdt und der Inhibierung der Transportproteine zu untersuchen, wurde der
Einfluss der Tenside auf den Ordnungszustand der Zellmembran durch Fluoreszenz-
anisotropiemessungen mit dem Fluorophor Diphenylhexatrien (DPH) bestimmt.

DPH lagert sich in die Membran ein. Nach Anregung durch polarisiertes Licht
emittiert DPH je nach Rotationsmdglichkeit in der Membran das Licht mit
unterschiedlicher Intensitat in verschiedene Richtungen. Durch Bestimmung des
Quotienten aus vertikal und horizontal polarisiertem Anteil des emitittierten Lichts
wird die Anisotropie berechnet.

Es wurden sowohl Tenside ausgewahlt, die eine Wechselwirkung mit den
untersuchten Transportproteinen zeigten, wie z.B. Pluronic P85 mit p-gp oder
Cremophor RH40 und Solutol S15 mit MRP2, aber auch Tenside, die nur schwache
Wechselwirkungen mit beiden Transportproteinen zeigten, wie Tween 80. Die
Konzentrationen, in denen die Tenside eingesetzt wurden lagen unterhalb der
jeweiligen CMC, da in diesem Konzentrationsbereich die deutlichsten Wechsel-
wirkungen mit den Transportproteinen zu beobachten waren. Auflerdem waren
oberhalb der CMC Wechselwirkungen von DPH mit den Mizellen festzustellen, da
sich DPH nicht nur in die Zellmembran, sondern auch in die Mizellen einlagerte und
so das Messergebnis verfalschte. Die erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass alle
Tenside zu einer Verringerung der Anisotropie fuhrten. Die Tenside, Cremophor EL,
Cremophor RH40 (CrRH40, Abb.55), Solutol HS15 (SoHS15, Abb.55), Tween 80
(T80, Abb.56) und Pluronic F68 (F68, Abb.57) erniedrigten die Fluoreszenz-
anisotropie deutlich auf Werte unter 0,12 im Vergleich zu 0,152 der Kontrolle, die
keinen Tensidzusatz enthielt. Bei Pluronic P85 (P85, Abb.56) mit einem Wert von
0,137 und bei Pluronic L44 (L44, Abb.57) mit einem Wert von 0,142 fiel der
Unterschied nicht ganz so deutlich aus. Als Kontrolle diente Benzylalkohol (BA), der
eine Erhdhung der Membranfluiditat verursacht, was in diesen Versuchen auch
gezeigt wurde. Eine Verminderung der Anisotropie bedeutet ein Verlust des
Ordnungszustands der Zellmembran und somit einer gréleren Beweglichkeit der
Membranbestandteile gegeneinander. Die getesteten Tenside fihrten somit zu einer
Erhdhung der Fluiditat der Membran.
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Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Einfluss der getesteten Tenside auf
die Membranfluiditat und der Aktivitat der Transportproteine konnte in diesen
Versuchen nicht beobachtet werden. Die Tenside haben einen unterschiedlichen
Einfluss auf die verschiedenen Transportproteine, z.B. starke Wechselwirkung mit p-
gp oder MRP2 oder keine bzw. schwache Wechselwirkungen mit beiden Proteinen.
Diese Unterschiede waren bei der Veranderung der Membranfluiditat nicht zu
erkennen. Es ist deshalb zwar mdglich , dass eine Veranderung der Membranfluiditat
zu einer Inhibierung der Transportaktivitat von p-gp und MRP2 beitragt. Es scheinen
aber noch andere spezifischere Wechselwirkungen zwischen Tensid und Protein
vorliegen zu mussen, um die Inhibierung von p-gp und MRP2 durch die jeweiligen
Tensiden zu erklaren.

In Versuchen zur Auswirkung von MDR-Modulatoren, wie z.B. Verapamil, auf die
Zellmembran wurde festgestellt, dass diese eine Erhdhung der Membranfluiditat
bewirken, und dies zur Hemmung von p-gp beitragt (Woodcock et al., 1992).
Sinicrope et al. (1992) zeigten, dass eine Anderung der Membranfluiditat zur
Wirksamkeit von p-gp-Inhibitoren nicht notwendig ist, aber zu diesem Effekt beitragen
kann. In Studien zur Wirkung von Tensiden wurden bisher unterschiedliche
Ergebnisse erzielt. Eine Erhéhung der Membranfluiditat durch Tenside wurde von
Drori et al. (1995) mit einer p-gp-Inhibierung in Verbindung gebracht. Dudeja et al.
(1995) beobachteten hingegen eine Verfestigung der Membran durch Tenside, die in
der Lage waren die Aktivitat von p-gp zu hemmen. Einen Zusammenhang zwischen
einer erhdhten Membranfluiditat und der Interaktion mit p-gp, wurde von Regev et al.
(1999) gezeigt. Rege et al. (2002) stellten hingegen fur die Tenside, Tween 80 und
Cremophor EL, eine Verflissigung und fur TPGS eine Verfestigung der Membran
fest. Batrakova et al. (2001) untersuchten speziell die Gruppe der Poloxamere und
postulierten hier einen Wirkmechanismus der p-gp-Inhibierung, der zwei Faktoren
beinhaltet: Einerseits eine Erniedrigung der Membranfluiditat und andererseits eine
Hemmung der ATP-Synthese durch diese Tenside. Einige Tenside wurden auch als
Substrate identifiziert und konnten deshalb als Inhibitor fungieren (Loo et al., 2001;
Seelig, 1998).

Wie zu sehen ist, ergibt sich hier kein einheitliches Bild, sodass man davon
ausgehen kann, dass die Beeinflussung der Membranfluiditat wahrscheinlich eine
Rolle im Mechanismus der p-gp-Inhibierung durch Tenside spielt, aber sicher nicht
der einzige Faktor ist, der hier von Bedeutung ist. Wenn die Anderung der
Membranfluiditat der entscheidende Grund der Wirksamkeit ware, dann waren viel
ahnlichere Ergebnisse in Bezug auf die beiden Transportproteine, p-gp und MRP2 zu
erwarten gewesen. Dies war aber in den Ergebnissen dieser Arbeit nicht der Fall.
Auch ein Beeinflussung anderer aktiver Transportproteine muisste zu beobachten
sein, was aber in Untersuchungen zu einem Peptidtransporter (human intestinal
peptide  transporter, hPepT-1) und zu einem Carbonsauretransporter
(monocarboxylix acid transporter, MCT) nicht festzustellen war (Rege et al., 2002).
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3.8 Zytotoxizitatsuntersuchungen

Durch ihre amphiphilen Eigenschaften lagern sich Tenside leicht in die
Phospholipidschicht von Membranen ein. Sie kénnen dadurch zu einer
Schadigungen der Zellmembran fuhren, wodurch die Zelle nicht mehr vor dem
Verlust wichtiger Substanzen geschitzt ist und in ihrer Lebensfahigkeit beeintrachtigt
wird. Auch Zellorganellen kdnnen beeinflusst werden. So kann durch Tenside die
Membranstruktur von Mitochondrien gestort werden, was zu einem Aktivitatsverlust
der Mitochondrien und dadurch zu einer verringerten Energieversorgung der Zelle
fuhrt.t Dies hat eine verminderte Vitalitdt der Zellen zur Folge.
Zytotoxizitatsuntersuchungen sind deshalb vor Verwendung von Tensiden in
Formulierungen, im Besonderen in Zubereitungen zur peroralen oder parenteralen
Anwendung, sehr wichtig. Um eine toxische Wirkung der in dieser Arbeit
untersuchten Tenside beurteilen zu koénnen, wurden 2zwei verschiedene
Zytotoxizitatstests durch gefuhrt. Zum einen wurde der Austritt von
Lactatdehydrogenase (LDH) aus den Zellen bestimmt, wodurch eine
Zellmembranschadigung festgestellt werden kann, zum anderen wurde die
metabolische Aktivitat der Zellen durch Umsetzung des Fluoreszenzfarbstoffs Alamar
Blue untersucht. Dies ist ein Anzeichen fur die Vitalitat der Zellen.

3.8.1 Laktatdehydrogenase (LDH)

LDH katalysiert die Oxidation von Pyruvat bei gleichzeitiger Reduktion von
Nicotinamid-adenindinucleotid (NAD). Die Bildung von reduziertem NAD (NADH)
fuhrt zu einem Fluoreszenzanstieg. Beim Myokardinfarkt oder auch bei anderen
pathologischen Prozessen, kommt es zu einer vermehrten LDH-Aktivitat, weshalb die
Bestimmung der LDH-Aktivitat auch zur klinischen Diagnostik ausgenutzt wird (LDH-
L, Sigma Diagnostics).

Diese chemische Reaktion wurde auch in den Zytotoxizitatsversuchen dieser Arbeit
ausgenutzt. Hierbei wurden Caco-2-Zellmonoyer mit verschiedenen
Tensidkonzentration inkubiert, aus dem Uberstand eine Probe entnommen und die
LDH-Aktivitat mit Hilfe eines Testreagenzes, das Laktat und NAD enthalt, Gber einen
durch NADH verursachten Fluoreszenzanstieg ermittelt.

Hierbei konnte folgendes festgestellt werden: Die getesteten Tenside verursachten in
den Konzentrationen, die in den Untersuchungen zu den Wechselwirkungen mit den
Transportproteinen wirksam waren, keinen Fluoreszenzanstieg und damit auch keine
erhohte LDH-Aktivitat im Vergleich zur Referenzprobe, die nur Puffer (KRB) und
keinen Tensidzusatz enthielt. Ein deutlicher Fluoreszenzanstieg konnte bei den
meisten Tensiden in hohen Konzentrationen festgestellt werden. Diese hohen
Konzentrationen wurden in den Zellversuchen zur Wechselwirkungen nicht
eingesetzt und dienten hier zur Kontrolle. Auch die Positivkontrolle mit Triton X-100
verursachte einen deutlichen Anstieg der LDH-Aktivitat und verdeutlichte die
Funktionalitat des Tests (Abb.58-64).
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Durch die LDH-Zytotoxizizitatstests konnte gezeigt werden, dass die Tenside in den
wirksamen Konzentrationen keinerlei zytotoxische Wirkung aufweisen. lhr Einsatz ist
demnach unbedenklich und die in den vorangegangenen Versuchen gezeigten
Effekte sind nicht auf einen toxischen Einfluss der Tenside auf die Zellen, sondern
auf spezifische Wechselwirkungen mit den Transportproteinen zurtckzufuhren.
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Abb.58: Toxizitat (LDH) von Pluronic L35 und Pluronic L44
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Abb.59: Toxizitat (LDH) von Pluronic L62 und Pluronic L64
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Abb.60: Toxizitat (LDH) von Pluronic F68 und Pluronic P75
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Abb.61: Toxizitat (LDH) von Pluronic P85 und Pluronic P105
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3.8.2 Alamar Blue:

Zellwachstum und metabolische Aktivitat sorgen fir ein reduzierendes Milieu in der
Zellumgebung. Bei unbeeintrachtigtem Wachstum der Zellen wird das zugegebene
Alamar Blue durch Reduktion von seiner nicht-fluoreszierenden blauen Form in seine
fluoreszierende rote Form umgewandelt. Diese Umwandlung kann leicht
fluorimetrisch analysiert werden. Bei Beeintrachtigung der Zellaktivitat ist eine
verminderte Bildung des roten Fluoreszenzfarbstoffs zu beobachten (alamarBlue™
Assay; Biozol Diagnostics).

Durch die Zugabe von Tensiden in den Konzentrationen, die sich in den
vorangegangenen Zellversuchen als wirksam erwiesen, konnte in diesem Test keine
verminderte Fluoreszenz und dadurch auch keine verringerte Umsetzung von Alamar
Blue in sein fluoreszierende Form festgestellt werden. Obwohl hdéhere
Tensidkonzentrationen nicht den Zellversuchen eingesetzt wurde, wurde ihre
Toxizitat zur Kontrolle Uberprift und verursachten bei fast allen Tensiden eine
verminderte Alamar Blue- Umsetzung. Auch die Kontrolle zur Wirksamkeit des Tests
mit Triton X-100 erwies sich als sehr toxisch (Abb.65-70).

Auch in diesem Test konnte keine toxische Wirkung der Tenside in Konzentrationen,
die den groflten Einfluss auf die Transportproteine auslbten, festgestellt werden.
Ihre Verwendung erscheint demnach unbedenklich und ein toxischer Einfluss ist
demnach kein Begrindung fur die gezeigten Wechselwirkungen mit den
Transportproteinen.
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Abb.65 : Toxizitat ( Alamar Blue) von Pluronic L35 und Pluronic L44
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere Zielrichtungen verfolgt:

1. Standardisierung des Caco-2-Modells

Der direkte Vergleich von Ergebnissen, die mit dem Caco-2-Modell in
unterschiedlichen Laboratorien erhalten werden, ist aufgrund unterschiedlicher
Kultivierungsbedingungen und moglicherweise daraus resultierenden
morphologischen  Veranderungen der Zellen oft problematisch. Um
Vergleichsmdglichkeiten zu verbessern, wurden im Rahmen eines Ringversuchs
unter Teilnahme verschiedener Einrichtungen die Permeabilitatseigenschaften
ausgewahlter Testsubstanzen unter Einhaltung einheitlicher Arbeitsvorschriften
untersucht. Nach dem Vergleich der Ergebnisse wurde deutlich, dass keine
Ubereinstimmung der absoluten Pa,-Werte festzustellen war. Alle Teilnehmer
konnten jedoch die ausgewahlten Substanzen einheitlich, z.B. als gut oder schlecht
permeabel, einstufen und dadurch ein einheitliches Ranking vornehmen. Es konnte
beobachtet werden, dass die Aktivitat der beiden Transportproteine, p-gp und MRP2,
in den verwendeten Zellstammen der verschiedenen Einrichtungen unterschiedlich
stark ausgepragt war. Dies stellt wahrscheinlich das grof3te Problem bei der
Standardisierung des Modells dar. Die erarbeiteten Vorschriften kénnen als
Grundlage zur Standardisierung des Caco-2-Modells dienen, wobei eine langfristige
Beobachtung, v.a. im Hinblick auf die Expression von aktiven Transportproteinen,
wunschenswert ware.

2. Untersuchung des Einflusses von Tensiden auf die Resorption von
Arzneistoffen:

Zahlreiche Arzneistoffe, die Substrate der aktiven Transportproteine, p-gp und
MRP2, sind, verfugen Uber eine schlechte Bioverfugbarkeit, weil ihre Resorption
durch die Transportaktivitat dieser Exportproteine eingeschrankt ist. Der Einfluss
einer Reihe von Tensiden auf die Transportaktivitat beider Proteine wurde im Caco-
2-Modell untersucht. Zahlreiche Tenside verursachten eine Hemmung der
Transportaktivitat von p-gp, wobei eindeutig die Gruppe der Poloxamere, u.a.
Pluronic P85, die groRten Effekte zeigte. Einige Tenside beeintrachtigten die
Transportaktivitat von MRP2. Hierbei zeigten nicht die Poloxamere, sondern die
Tenside, Cremophor RH40 und Solutol H15, die gréfdten Auswirkungen auf den
Transport durch MRP2. Es konnte also gezeigt werden, dass Tenside mit beiden
Transportproteinen Wechselwirkungen eingehen. Hierbei waren jedoch deutliche
Unterscheide zwischen den Tensiden festzustellen.

Der Einfluss der Tenside auf die Transportaktivitdt von p-gp konnte auch in
Versuchen mit Gehirnkapillarendothelzellen bestatigt werden.
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3. Untersuchung der Erklarungsmaoglichkeit der festgestellten Tensidwirkung:
Die Wechselwirkungen der Tenside mit p-gp oder MRP2 zeigten eine
charakteristische Konzentrationsabhangigkeit mit einem auffalligen Maximum. Nach
Bestimmung der Kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) konnte festgestellt
werden, dass dieses Maximum im Bereich der CMC der jeweiligen Tenside lag. Die
Beeinflussung beider Transportproteine wird demnach durch die einzelnen
Tensidmolekile und nicht durch Mizellen hervorgerufen.

Die Fluiditat der Membran, in die die Proteine eingebettet sind, hat einen Einfluss auf
deren Transportaktivitat. Da sich Tenside durch ihre amphiphile Struktur leicht in
Membranen einlagern kénnen und dadurch die Struktur der Membran verandern,
wurde ihre Auswirkung auf die Membranfluiditat von Caco-2-Zellen untersucht.
Hierbei wurde festgestellt, das alle Tenside die Membranfluiditat erhohen. Die
unterschiedliche Beeinflussung der Transportaktivitadt von p-gp und MRP2 der
verschiedenen Tenside zeigte sich allerdings nicht in einer unterschiedlichen
Auswirkung auf die Membranfluiditat. Deshalb kann die Erniedrigung der
Membranfluiditdt zwar eine Ursache fur den Einfluss der Tenside auf die
Transportproteine sein, es mussen aber zusatzlich spezifischere Wechselwirkungen
vorliegen.

Bei Verwendung von Tensiden in peroralen Formulierung ist die Toxizitat der
verwendeten Tenside von grolder Bedeutung, da z.B. leicht
Zellmembranschadingungen verursacht werden konnen. Die Zytotoxizitat der im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Tenside wurden in zwei verschiedenen
Toxizitatsstudien untersucht. Hierbei konnte keine toxische Wirkung im den
Konzentrationbereichen, in denen die starksten Wechselwirkungen mit p-gp und
MRP2 zu beobachten waren, festgestellt werden.

Ausblick:

Eine Resorptionsverbesserung von Arzneistoffen, die durch die Transportaktivitat
der aktiven Transportproteine, p-gp und MRP2, Uber eine schelchte Bioverfugbarkeit
verfugen, konnte durch gezielte Zugabe der untersuchten Tenside zu
Formulierungen zu peroralen Anwendung und eine daraus folgende Hemmung der
der Transportaktivitat erzielt werden. Da schon niedrige Konzentrationen unterhalb
der CMC der Tenside wirksam sind, konnten diese auch unter physiologischen
Bedingungen erreicht werden. Eine Verwendung der Tenside in Formulierung
erscheint unbedenklich, da keine toxische Wirkung nachgewiesen wurde. Aufgrund
der festgestellten = Wechselwirkungen greifen  Tenside aktiv in  den
Resorptionsvorgang ein und sollten nicht als physiologisch inerte Hilfsstoffe
betrachtet werden. Dies sollte bei der Entwicklung von Formulierungen zur peroralen
Anwendung ausreichend berucksichtigt werden.
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