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Zusammenfassung

Caroline MacLean, Diplom-Biologin, Tag der mindlichen Prifung: 24.09.2009

Molekularbiologische und funktionelle Charakterisierung intestinaler Arzneistoff-
Transporter

1. Gutachter: Prof. Dr. Gert Fricker, 2. Gutachter: Prof. Dr. Ulrich Hilgenfeldt

Die Bioverfugbarkeit oral verabreichter Arzneistoffe wird vor allem durch das Ausmal der
Absorption durch das Epithel der Darmschleimhaut bestimmt und kann durch aktive
Transportprozesse erheblich beeinflusst werden. So kdnnen Efflux-Transporter die
intestinale Absorption stark herabsetzen, in dem sie in Enterozyten aufgenommene
Arzneistoffe aus den Zellen zuriick in das Darmlumen transportieren und Aufnahme-
Transporter die Absorption von nicht zellgdangigen Arzneistoffen erhdhen, in dem sie diese
aus dem Darmlumen in Enterozyten aufnehmen. Kenntnisse liber das Expressionsmuster,
das Substratspektrum und die Aktivitat dieser Arzneistoff transportierenden Transporter sind
daher von groRer Bedeutung fiir die Entwicklung neuer oraler Arzneimittel, die in vielen
Fallen Substrate dieser intestinalen Transporter sind.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde zundchst die Expression der wichtigsten in
Enterozyten vorkommenden Efflux-Transporter -Pgp, Bcrp und Mrp2- und der Aufnahme-
Transporter Oatpla5 und Oatp2bl entlang des Darms von Ratten analysiert. AnschlieRend
wurde exemplarisch fir Pgp die in vivo-Relevanz des detektierten Expressionsmusters
funktionell durch in vivo-Absorptionsstudien in Bereichen des Darms mit unterschiedlicher
Pgp-Expression Uberprift. Parallel wurden isolierte Ratten-Enterozyten als zelluldres
Modellsystem fiir Transporterstudien charakterisiert. Die gewonnenen Daten wurden mit
Transportstudien in Caco-2-Zellen, einem etabliertem Modell der intestinalen Barriere,
verglichen.

Die durchgefiihrten Expressionsanalysen zeigten fir die untersuchten Transporter
spezifische Expressionsmuster entlang des Darms, die auf mRNA- und Protein-Ebene
vergleichbar waren. Die Expression von Pgp und Oatp2bl nahm entlang des Darms
kontinuierlich zu wahrend fir Bcrp und Oatpla5 ein bogenférmiger Expressionsverlauf mit
einer Zunahme entlang des Dinndarms und einer folgenden Abnahme im Dickdarm
detektiert werden konnte. Die Expression von Mrp2 nahm dagegen entlang des Darms
kontinuierlich ab. Fur alle Transporter konnte eine erhebliche inter- und intraindividuelle
Variabilitdat der Expression festgestellt werden. Geschlechtsspezifische Unterschiede der
Expression zeigten sich vor allem im vorderen Bereich des Diinndarms.

Die durchgefuhrten in vivo-Absorptionsstudien zeigten, dass die Expressionsstarke von Pgp
mit dem MaR der intestinalen Absorption korrelierte. In Bereichen hoher Pgp-Expression
wurde wenig Substrat absorbiert, in Bereichen niedriger Pgp-Expression viel Substrat.

Im Rahmen der erfolgten zellularen Transportstudien gelang es, viable und transportaktive
Enterozyten aus der Ratte zu isolieren. Die Zellen zeigten eine zeit- und konzentration-
sabhdngige Aufnahme verschiedener Transportersubstrate, die spezifisch gehemmt werden
konnte. So konnte eine Oatp-vermittelte Substrat-Aufnahme, die Aktivitat des Peptid-
Transporters PepTl und die aktive Aufnahme neutraler Aminosauren durch verschiedene
Aminosdure-Transporter in die Enterozyten nachgewiesen werden. Efflux-Transporter
scheinen in den Zellen hingegen nicht aktiv zu sein. Damit stehen die Ergebnisse im
Gegensatz zu den in Caco-2-Zellen erfolgten Transportstudien, die eine deutliche Pgp-
Aktivitat der Zellen zeigen konnten. Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass
isolierte Ratten-Enterozyten verschiedene Aufnahme-Transporter exprimieren, die relevant



fur eine aktive intestinale Absorption von Arzneistoffen sein kdnnen. Daher stellt dieses
primdre Zell-Modell ein geeignetes Werkzeug zur Bewertung des Absorptionsverhaltens von
Arzneimittelkandiaten dar und ergdnzt das Caco-2-Modell, das in erster Linie zur
Identifizierung von Effux-Interaktionen genutzt wird.



Summary

Caroline Maclean, Biologist, Oral Examination: 24.09.2009
Biomolecular and functional characterization of intestinal drug transporters
Supervisor: Prof. Dr. Gert Fricker, Co-Supervisor: Prof. Dr. Ulrich Hilgenfeldt

The bioavailability of orally administered drugs is mainly dominated by the amount that is
absorbed across the intestinal epithelium and can be limited by active transport processes.
Efflux transporters can decrease the intestinal absorption of drugs by transporting them out
of the enterocytes back to the gut lumen, while uptake transporters can increase the
absorption of impermeable compounds by an active uptake from the gut lumen into the
enterocytes. Knowledge about the pattern of expression, substrate spectrum, and activity of
intestinal drug transporters is therefore crucial for the development of new orally
administered drugs, which are in many cases substrates of drug transporters.

Within the framework of the presented thesis, first of all, the pattern of expression of the
most important intestinal efflux transporters —Pgp, Bcrp and Mrp2- and of the uptake
transporters Oatpla5 and Oatp2bl was analyzed along the intestinal tract of rats. To assess
the in vivo relevance of the detected patterns of expression, the in vivo absorption of drugs
was studied exemplarily for Pgp in parts of the intestine with different levels of Pgp
expression. In addition, isolated rat enterocytes were characterized as a cellular model of
drug transport. The obtained data were compared to transport studies performed in Caco-2
cells, which are an established cell-based model of the intestinal barrier.

The performed analysis of expression revealed, that specific patterns of expression exist for
the transporters being investigated. Pgp and Oatp2bl increased along the intestinal tract,
whereas Bcrp and Oatpla5 showed an arcuate pattern of expression with an increase along
the small intestine followed by a decrease in the large intestine. Mrp2 decreased
continuously along the intestine. A pronounced inter- and intraindividual variability of
expression could be detected for all transporters being investigated. Gender-specific
differences of transporter expression could be mainly found in the upper small intestine.

The in vivo study of drug absorption showed, that the level of Pgp expression correlated well
with the amount of Pgp substrate absorbed across the intestinal epithelium. The higher the
Pgp expression, the lower the intestinal absorption of the Pgp substrate was and vice versa.
In order to establish a cellular model to study intestinal drug transport, viable rat enterocytes
could be isolated which were suitable for transport studies. The isolated cells showed a time-
and concentration-dependent uptake of substrates of various transporter families which
could be selectively inhibited. An Oatp-mediated uptake of substrates, as well as the activity
of the peptide transporter PepT1 and the active uptake of neutral amino acids by amino acid
transporters into the isolated enterocytes could be confirmed. Efflux transporters however,
seemed not to be active in isolated enterocytes. These data are in contrast to the transport
studies performed with Caco-2- cells, which showed a pronounced activity of Pgp. Taken
together, these data indicate that isolated primary rat enterocytes express several uptake
transporters which may be relevant for the active intestinal absorption of drugs. Therefore,
this primary cell model may be a suitable tool for evaluation absorption behavior of drug
discovery compounds in addition to the Caco-2-model, which is mainly used as a model of
drug efflux.
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Einleitung

Bemerkung zur Nomenklatur der Transporter: Humane Transporter werden im Text generell
in Grofsbuchstaben geschrieben (OATP), nicht humane Transporter ausschlieflich klein, wenn
die mRNA gemeint ist (oatp) und klein mit grofSem Anfangsbuchstaben (Oatp), wenn das
Protein beschrieben wird.

1 Einleitung

Die Absorption oral verabreichter Arzneistoffe erfolgt in vielen Fallen durch passive Diffusion
des Stoffes durch das Darmepithel hindurch. Dabei wird die Diffusionsgeschwindigkeit vor
allem durch die physiko-chemischen Eigenschaften des Arzneistoff-Molekils wie GroéRe,
Ladung und Lipidl6slichkeit bestimmt. Entsprechend ist die Diffusionsgeschwindigkeit kleiner
lipophiler Stoffe durch den Lipidbilayer der Zellmembran deutlicher héher als die groRer
hydrophiler Substanzen. Die passive Diffusion von Molekilen durch die Zellmembran erfolgt
dabei immer entlang des Konzentrationsgradientens der Molekile und wird durch das
Ficksche Gesetz beschrieben. Untersuchungen der letzten Jahre haben jedoch gezeigt, dass
in der Darmschleimhaut (Mukosa) lokalisierte Transportproteine die Resorption von
Arzneistoffen erheblich beeinflussen kénnen, in dem sie in die Epithelzellen (Enterozyten)
aufgenommene Arzneistoffe aus diesen heraus zuriick in das Darmlumen transportieren
oder Substanzen aus dem Darmlumen aktiv in die Enterozyten hinein transportieren. So
konnten unerwartet hohe oder niedrige Bioverfligbarkeiten zahlreicher Arzneistoffe, die
durch passive Diffusion oder Metabolismus allein nicht erklart werden kdénnen, auf diese
aktiven, Transporter-vermittelten Prozesse zurlickgefihrt werden. Kenntnisse Uber die
Lokalisation und Expression sowie das Substratspektrum relevanter Arzneistoff-Transporter
in der Mukosa liefern daher wichtige Informationen fiir die Interpretation und Vorhersage
des Absorptionsverhaltens von Arzneistoffen.

1.1 Anatomie und Physiologie des Darms

1.1.1 Das Darmrohr

Der Darm erstreckt sich als durchgehendes Rohr vom Magen bis zum Anus und ist bei der
Ratte etwa 1,20 m lang (Sharp & LaRegina, 1998). Er wird in zwei groBe Abschnitte unterteilt,
den DiUnn- und den Dickdarm. Bei der Ratte trennt ein sehr groRer Blinddarm (Caecum)
beide Teile voneinander, der als Ort hoher Bakteriendichte wichtige Verdauungsfunktionen
wie den Celluloseverdau tGbernimmt. Der Dinndarm wird in die drei Abschnitte Duodenum,
Jejunum und lleum unterteilt, wobei das Duodenum mit etwa 10 cm und das lleum mit 3 cm
nur einen kleinen Teil ausmachen und das Jejunum mit 90 - 100 cm den gréBten Teil bildet
(Sharp & LaRegina, 1998). Der Dickdarm (Colon) ist mit 10 - 15 cm relativ kurz. Die
Hauptaufgabe des Diinndarms besteht darin, Nahrstoffe aus dem Nahrungsbrei
aufzunehmen. Die aufgenommenen Stoffe werden dann Uber Pfortader oder Lymphgefal3e
abtransportiert und im Korper verteilt. Die Darmwand besteht aus vier Geweben, die in
Schichten ibereinander liegen. Abbildung 1 zeigt schematisch den Aufbau der Darmwand.
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Abbildung 1: Aufbau der Darmwand von Ratten. 1 Mucosa, 2 Submukosa, 3 Muscularis. Aus Storch & Welsch, 1999.

AuBBen befindet sich als bindegewebige Hiille die Serosa. In ihr liegen die groReren
BlutgefaRe, die den Darm versorgen. Unter der Serosa befindet sich die Muscularis, die aus
einer dulleren Langs- und einer inneren Ringmuskulatur besteht. Beide zusammen
ermoglichen eine effiziente Peristaltik in Langs- und Querrichtung. Die Muscularis wird nach
innen von einer diinnen Bindegewebsschicht (Submukosa) tGberdeckt, die die angrenzende
Darmschleimhaut (Mukosa) abtrennt, die aus einer Epithelzellschicht, sowie der Lamina
propria mucosae und Lamina propria muscularis, zwei dinnen Bindegewebsschichten,
gebildet wird. In Mukosa und Submukosa kénnen Lymphfollikel vorkommen. Die Innervation
des Darms erfolgt durch zwei Nervenplexus, dem Meissnerschen Plexus in der Submukosa
und dem Auerbachschen Plexus in der Muscularis (Storch & Welsch, 1999). Um seine
Funktion als Hauptresorptionsorgan fir Nahrstoffe erfillen zu konnen, bendétigt der
Dinndarm eine sehr groRe Oberflache. Dies wird durch eine Auffaltung der Darmwand
(Kerckringsche Falten) und Ausstlilpungen der Mukosa erzielt, durch die die Darmzotten
(Villi) gebildet werden (Thews et al., 1999). Bei der Ratte sind die Villi von lappenférmiger
Gestalt, im Menschen sind sie rund. An den Villi hangen unten fingerformige Einstiilpungen,
die Krypten. Sie dienen der Sekretion von Hormonen und Enzymen und bilden neue Zellen
des Darmepithels. Abbildung 2 zeigt ein Bild eines Villus mit anhangenden Krypten aus dem
Darm der Ratte.

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Villus mit anhdngenden Krypten aus dem Darm der Ratte. Die Pfeile zeigen auf
die Krypten. Aus Komuro & Hashimoto, 1990.
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1.1.2 Die Mukosa

Die eigentliche intestinale Barriere bildet das einschichtige Epithel der Mukosa. Es besteht
aus mehreren Zelltypen, wie den Schleim sezernierenden Becherzellen, Panethzellen, die
Lysozym sezernieren und zur Phagozytose fahig sind, entero-endokrinen Zellen, die Hormone
sezernieren und den Enterozyten, die Nahrstoffe resorbieren. Die Enterozyten bilden den
Uberwiegenden Teil der Zellen entlang des Villus (Freeman, 1995). Alle vier Zelltypen werden
in den Krypten von gemeinsamen Stammzellen gebildet, die sich an der Basis der Krypten
befinden (Simon-Assmann et al.,, 2007). Die neuen Zellen werden von nachfolgend
gebildeten Zellen entlang der Krypt-Villusachse nach oben zur Villusspitze geschoben. Nur
die Panethzellen verbleiben an der Kryptenbasis. Bevor die Zellen die Krypten verlassen,
stellen sie das Durchlaufen des Zellzyklus ein und beginnen sich zu differenzieren, in dem sie
zelltypspezifische Proteine exprimieren. Die Differenzierung erfolgt allmahlich und wird
durch verschiedene Faktoren wie den Kontakt mit Fibroblasten, Transkriptionsfaktoren,
Sekretionsfaktoren und Extrazelluldre Matrix (ECM)-Faktoren beeinflusst (Simon-Assmann et
al.,, 2007). Die differenzierten Zellen wandern dann entlang der Villusachse nach oben. An
der Spitze angekommen werden die Zellen apoptotisch und werden in das Darmlumen
abgestoRen (van den Brink et al., 2001). Der Vorgang von der Bildung bis zum AbstoRen der
seneszenten Zellen an der Villusspitze dauert etwa 3 bis 5 Tage. Abbildung 3 zeigt die
Bildungszone neuer Epithelzellen in den Krypten.

sich nicht
Richtung teilende Zellen
der
) N[ Zellwanderung
Villus T < sich schnell
) — teilende Zellen
Krypte Stammzellen

Paneth-Zellen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Bildungszone neuer Epithelzellen in den Krypten der Mukosa. Verandert aus Alberts, 2005.

Wie der Vorgang der Zelldifferenzierung entlang der Villusachse wird auch die Entscheidung,
welcher Zelltyp jeweils aus den Stammzellen gebildet wird, durch verschiedene Signalwege
reguliert, welche aber noch nicht vollig aufgeklart sind.

Die Enterozyten machen den Hauptteil der Villus-Zellen aus und sind damit fiir die Barriere-
Funktion des Epithels hauptverantwortlich. Wahrend die Enterozyten im Dinndarm vor
allem der Resorption von Nahrstoffen dienen, sorgen sie im Dickdarm vornehmlich fur den
Ausgleich des Wasser- und lonenhaushalts des Korpers. Es sind hochprismatische Zellen von
langlicher Gestalt mit einer Hohe von gut 30um (Stenling & Helander, 1981). Als
Epithelzellen haben sie einen polarisierten Aufbau. Der apikale Bereich der Zellmembran ist
dem Darmlumen zugewandt und bildet einen Blrstensaum aus Mikrovilli aus, der fiir eine 13
- 19-fache OberflachenvergroBerung je nach Darmabschnitt sorgt (Stenling & Helander,
1981). Er enthdlt Enzyme und Transporter, die die Aufnahme von Nahrstoffen ermdglichen.
Der basolaterale Teil der Membran ist von der apikalen Membrandomane durch Tight
Junctions getrennt und in der ECM Uber Fokale Adhdsionen und Hemidesmosomen
verankert. Er enthdlt neben den ECM-Rezeptoren auch Kandle und Transporter, die den
Transfer von gelosten Molekiilen und lonen aus der Zelle in das Interstitium regulieren
(Halbleib et al., 2007). Untereinander sind die Zellen tber verschiedene Zell-Zell-Kontakte
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verbunden, durch die sie einen dichten Zellmonolayer bilden. Abbildung 4 zeigt schematisch
die in Enterozyten vorkommenden Zell-Zell-Verbindungen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der in Enterozyten vorhandenen Zell-Zell-Kontakte und Zell-ECM-Kontakte mit einigen der an
deren Bildung beteiligten Genprodukte. Verandert nach Halbleib et al., 2007

Der apikale Verbindungskomplex ist aus verschiedenen Subkomplexen zusammengesetzt, die
fur die Bildung und Aufrechterhaltung des polarisierten Zellmonolayers verantwortlich sind.
Er besteht aus Tight Junctions, die fiir die Dichtigkeit des Monolayers verantwortlich sind,
indem sie den parazellularen Transport (Torfunktion) und die Diffusion von
Membranproteinen und Lipiden zwischen den Membrandomanen (Zaunfunktion) regulieren.
Claudine scheinen dabei eine Rolle fir die Selektivitat des parazelluldaren Transportweges zu
spielen. Unter den Tight Junctions liegen Adherens Junctions, die die Verbindung zur
Nachbarzelle u. a. Gber Calcium-abhangige Verbindungsmolekile herstellen. Der laterale
Verbindungskomplex besteht aus Desmosomen, die u. a. lber Intermediarfilamente Kontakt
zur Nachbarzelle herstellen und die Widerstandsfahigkeit des Epithels gegeniiber
Scharkraften bewirken, und aus Gap Junctions, die den Austausch von lonen und
Metaboliten zwischen den Nachbarzellen erlauben (Halbleib et al., 2007).

1.2 Intestinale Transportsysteme

Arzneistoff-Transporter befinden sich in den Enterozyten in der apikalen oder basolateralen
Zellmembran. An beiden Membranen kénnen sie Arzneistoffe in beide Richtungen
transportieren. Je nach Richtung des Substrattransports in oder aus der Zelle heraus wird
zwischen Aufnahme- und Ausscheidungs- bzw. Efflux-Transportern unterschieden.
Aufnahme-Transporter vermitteln die Resorption zahlreicher Nahrstoffe und endogener
Substrate, wie z.B. Aminosauren, Peptide und Gallensduren. Efflux-Transporter hingegen
ubernehmen die Ausscheidung von Xenobiotika, die potentiell toxisch sein kénnen.

Man kann sie aufgrund ihrer molekularen und mechanistischen Eigenschaften in zwei grole
Familien einteilen, die ABC (ATP-binding cassette)-Transporter-Familie und die SLC (solute
carrier)-Transporter-Familie.

ABC-Transporter sind in der Lage ATP zu hydrolysieren, da sie eine ATP-Bindungsdomane
besitzen, die zwischen den verschiedenen Transportern hoch konserviert ist, und nutzen die
dabei freiwerdende Energie, um ihre Substrate durch die Membran entgegen des
Konzentrationsgradienten der Substrate aus der Zelle zu transportieren. Sie werden auch
primdr aktive Transporter genannt. In der ABC-Transporterfamilie sind zurzeit 49
verschiedene Transporter bekannt, welche nochmals in 7 Unterfamilien eingeteilt werden.
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SLC-Transporter kénnen selbst nicht ATP zur Energiegewinnung hydrolysieren, da sie keine
ATP-Bindungsdomdne besitzen und vermitteln daher entweder einen passiven Transport
ihrer Substrate, in dem sie die elektrochemische Potentialdifferenz an der Membran nutzen
oder sie nutzen lonengradienten (z. B. Na’, H" oder HCO3’), die von primir aktiven
Transportern unter ATP-Verbrauch geschaffen wurden, zum Transport von Substanzen
entgegen eines elektrochemischen Gradienten. In diesem Fall betreiben sie einen sekundar
aktiven Transport. Passiv vermittelter Transport ist flr Stoffe wichtig, die zu grof3 oder zu
polar sind, um von selbst durch die Zellmembranen zu diffundieren. Er kann ein
lonenkonzentrationsgefalle zwar ausgleichen, nicht aber aufbauen (Voet et al.,, 2002).
Sekundar aktive Transporter sind oftmals Aufnahme-Transporter, die durch ihre Aktivitat die
Aufnahme nicht zellgangiger Substanzen ermdglichen. Der SLC-Transporterfamilie gehodren
360 Transportproteine an, welche in 46 Subfamilien unterteilt werden. Abbildung 5 zeigt
zusammenfassend die verschiedenen Transportmechanismen.

H+q
||
Elektrochemischer
Membran Gradient

sekundar aktiv primar aktiv

A _J
) ~—
passiv
vermittelter Transort aktiver Transport
N port,
~—
passive Diffusion vermittelter Transport

Abbildung 5: Schematische Darstellung der verschiedenen Transportmechanismen entlang der Zellmembran.

Durch Transportproteine vermittelter Transport zeigt einige typische Eigenschaften, die ihn
von nicht vermitteltem Transport unterscheiden. Die Transportgeschwindigkeit ist bei
vermitteltem Transport in der Regel héher als bei reiner Diffusion. Zum anderen sind bei
vermittelten  Transportvorgdangen  Sattigungsphanomene  zu beobachten. Die
Transportgeschwindigkeit erhéht sich zwar mit steigender Substratkonzentration. Dies
geschieht jedoch nur bis alle Transporter mit Substrat gesattigt sind. Damit erreicht die
Transportgeschwindigkeit einen fir jedes Transporter/Substratpaar eigenen Maximalwert.
Bei einer Diffusion wirde die Geschwindigkeit dagegen linear mit steigender
Substratkonzentration ansteigen. Die diesem Prozess zugrunde liegende Kinetik dhnelt der
einer Enzym-Substrat-Reaktion und wird auch Michaelis-Menten-Kinetik genannt. Des
Weiteren lasst sich die Transportgeschwindigkeit, mit der ein Substrat transportiert wird,
durch Inkubation mit einem zweiten Substrat herabsetzen, da beide Substrate um die
vorhandenen Bindungsstellen konkurrieren, was zu einer kompetitiven Inhibition des
Transporters fuhrt. Schlieflich kdnnen auch Substanzen, die die Transporter chemisch
verandern, ihre Funktion beeinflussen, in dem sie z. B. inaktivierend oder aktivierend wirken
(Voet et al., 2002).

In der Zellmembran von Enterozyten werden viele Transporter exprimiert, die Arzneistoffe
transportieren. Ihre wichtigsten Vertreter sind schematisch in Abbildung 6 dargestellt und
werden im Folgenden naher erlautert.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung wichtiger Arzneistoff-Transporter im Darm der Ratte.

1.2.1 Apikale Efflux-Transporter im Darm

In der apikalen Zellmembran von Enterozyten lokalisierte Efflux-Transporter transportieren
aufgenommene Xenobiotika zurick in das Darmlumen und Uben somit eine direkte
Barrierefunktion aus. Da sie in der Lage sind, entgegen des Konzentrationsgradienten zu
transportieren, verhindern sie einen Wiedereintritt der Stoffe durch Rickdiffusion.
Arzneistoffe, die von den Efflux-Transportern erkannt werden und in das Darmlumen
zuricktransportiert werden, kdénnen deswegen nur in begrenzter Menge an der
basolateralen Seite der Zelle in das Blutgefdl3system Ubertreten. Damit verringern apikale
Efflux-Transporter die intestinale Absorption und somit Bioverflugbarkeit vieler oral
verabreichter Arzneistoffe. Die drei wichtigsten apikalen Efflux-Transporter flr Arzneistoffe
im Darm sind Pgp, Bcrp und Mrp2. Sie gehéren alle zu den ABC-Transportern d. h., sie sind
primdr aktive Transporter und werden besonders an der Villusspitze exprimiert, wo sie in
direktem Kontakt mit dem Nahrungsbrei kommen.

Pgp

Das P-Glykoprotein (Pgp, Mdr 1; Abcb1l) ist das am besten untersuchte Mitglied der ABC-
Transporter-Familie. Es ist ein Produkt des MDR1-Gens und ist flr einen Teil der bei der
Chemotherapie von Tumoren auftretenden multiplen Arzneistoff-Resistenz (multidrug
resistance, MDR) verantwortlich. Beim Menschen ist nur eine Isoform beschrieben, bei
Mduse und Ratten hingegen zwei, Mdrla und Mdrlb (Brady et al.,, 2002). Pgp wird
besonders stark in der apikalen Membran von Epithelien mit sekretorischer Funktion
exprimiert, wie dem Darm, der Leber oder Niere (Sharom, 2007), aber auch im Endothel der
Blut-Hirn-Schranke. (Schinkel et al.,, 1996; Schinkel et al., 1994). Pgp besitzt ein
auBerordentlich breites Substratspektrum. Es erkennt hunderte strukturell verschiedener
Substanzen, die im Allgemeinen nicht polar und schwach amphipatisch sind (Mizuno et al.,
2003; Chan et al., 2004; Takano et al., 2006). Dies beinhaltet neben natlrlichen Produkten
Chemotherapeutika, Steroide, HIV-Protease-Inhibitoren und Herzglycoside (Sharom, 2007).
Abbildung 7 zeigt die schematische Struktur von Pgp. Es besteht aus 1277 Aminosauren,
welche zwei Transmembrandoméanen (TMD) mit jeweils sechs Helices und zwei Nukleotid-
Bindungsdoménen (NBD) bilden (Loo & Clarke, 2005). Die beiden TMDs bilden die
Substratbindungstasche (Loo & Clarke, 1999). Es wird angenommen, dass nicht die
Hydrolyse, sondern die Bindung des ATP an die NBDs eine konformative Anderung der
Substratbindungstasche bewirkt, was die zentrale Pore fir das Substratmolekiil 6ffnet und so
den Transport des Substrats durch die Membran ermdglicht (Rosenberg et al.,, 2001;
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Rosenberg et al., 2003). Mittlerweile ist bekannt, dass Pgp mehrere Substratbindungsstellen
hat (Sharom, 2007; Shapiro et al., 1999; Shapiro & Ling, 1997b). Gesichert ist die Existenz der
H-Stelle, mit einer Praferenz fiir den Arzneistoff Hochst 3342, und die R-Stelle, mit einer
Praferenz flir Rhodamin 123 (Shapiro & Ling, 1997b). Pgp transportiert seine Substrate nicht
direkt aus dem Zytosol nach auBen sondern interagiert mit dem Substrat in der inneren
Halfte des Lipidbilayers der Membran. Von dort transportiert Pgp das Substrat dann nach
aulen. Das bedeutet, dass Substanzen die aus dem Darmlumen in die Zelle permeieren,
bereits in der Zellmembran abgefangen werden, ohne in das Zytosol zu gelangen. Dieser
Transportmechanismus wird auch als ,,hydrophober Staubsauger” bezeichnet (Raviv et al.,
1990). Umgekehrt missen intrazellular vorliegende Substrate zunachst in die Zellmembran
diffundieren, um von Pgp ausgeschleust zu werden. Dieser Transportmechanismus erklart
die Praferenz von Pgp fiir hydrophobe Substrate.

innen

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Struktur von Pgp. In der Membran liegen die beiden Transmembrandomanen (TMD) mit
jeweils 6 Helices (1 - 12). Intrazellular liegen die beiden Nukleotid-Bindungsdomanen (NBD), an denen die ATP-Hydrolyse stattfindet. Aus
Loo & Clarke, 2005.

Mrp2

Multidrug resistance-associated Protein 2 (Mrp2, cMOAT, ABCC2) ist ein Mitglied der ABC-
Subfamilie C und weist im Gegensatz zu Pgp eine zusatzliche Transmembrandomadne mit finf
Helices auf. Diese bedingt die im Vergleich zu Pgp héhere Anzahl von 1541 Aminosauren.
Mrp2 wurde urspriinglich in der apikalen (kanalikularen) Membran von Hepatozyten
entdeckt, wo es als canalicular multispecific organic anion transporter (c(MOAT) fiur die
Exkretion von organischen Anionen, amphipatischen ungeladenen Substanzen und
konjugierten Verbindungen in die Galle verantwortlich ist (Dietrich et al., 2003; Jansen et al.,
1993). Im Darm ist Mrp2 ebenfalls exprimiert und stellt von allen dort exprimierten Mrps den
wichtigsten Vertreter dar (Berggren et al., 2007). Wie auch Pgp, hat Mrp2 mindestens zwei
verschiedene Bindungsstellen, die eine gleichzeitige Bindung mehrerer Substrate
ermoglichen (Dietrich et al., 2003). Da Mrp2 verschiedene konjugierte Verbindungen
transportiert, wird ein Zusammenspiel mit Phase lI-Enzymen angenommen, dessen Produkte
von Mrp2 aus der Zelle geschleust werden.



Einleitung

P-glycoprotein

MRP1,2,3

BCRP -

Abbildung 8: Sekundare Struktur der apikalen Efflux-Transporter Pgp, Mrp2 und Bcrp. NBD, Nukleotid-Bindungsdoméne. Aus Schinkel &
Jonker, 2003.

Bcrp

Breast cancer resistance-Protein (Bcrp, MXR, ABCG2) wurde zuerst in einer Zelllinie entdeckt,
die resistent gegeniiber Mitoxantron, Doxorubicin und Etoposid war. Seine Struktur
unterscheidet sich in so fern von der von Pgp und Mrp2, als dass Bcrp nur eine TMD und eine
NBD besitzt. Dies macht Bcrp zu einem sog. Halbtransporter, der aus nur 657 Aminosauren
besteht (Abbildung 8). Da fiir die funktionelle Aktivitdt eines ABC-Transporters jedoch
wenigstens 12 Segmente und 2 ATP-Bindungsstellen notwendig sind, schlieBen sich, um
funktionsfahig zu sein, zwei oder mehr Bcrp-Halbtransporter zusammen. Bcrp hat ein dhnlich
breites Substratspektrum wie Pgp, mit dem es viele gemeinsame Substrate teilt. Es ist
daruber hinaus in der Lage, toxische Abbauprodukte von Chlorophyll aus den Zellen zu
transportieren, was seine protektive Rolle im Darm gegenliber toxischen
Nahrungsbestandteilen unterstreicht (Robey et al., 2007).

1.2.2 Apikale Aufnahme-Transporter im Darm

Substanzen, die die Zellmembran auf Grund ihrer Molekiileigenschaften nicht durchdringen
konnen, sind auf eine Aufnahme in die Zelle durch apikale Aufnahme-Transporter
angewiesen. Zu den wichtigsten Aufnahmetransportern der apikalen Enterozytenmembran
gehoren, wie schon erwdhnt, Mitglieder der SLC-Familie. Im Folgenden werden 2 Vertreter
dieser Transporterproteine genauer charakterisiert:

Oatps (SLC21)

Die ,Organische Anionen transportierende Polypeptide” (Oatps) bilden eine wichtige
Subfamilie fir Aufnahme-Transporter im Darm, deren dreidimensionale Struktur noch nicht
endgliltig aufgeklart ist. Obwohl die Oatp-Familie eine Vielzahl verschiedener Transporter
beinhaltet, ist ihnen gemeinsam, dass sie Substrate natriumunabhdngig in die Zelle
aufnehmen. Als SLC-Transporter handelt es sich bei ihnen um sekundar aktive Transporter
deren treibende Kraft ein Bikarbonat- oder Gluthation-Gradient ist. Als Antiporter
transportieren sie im Gegenzug zur Arzneistoff-Aufnahme Bikarbonat oder Gluthation aus
der Zelle hinaus. Es gibt zwar fir einige humane Oatps Orthologe in der Ratte, diese kdnnen
sich aber -soweit bekannt- in ihrem Substratspektrum von den humanen Formen
unterscheiden. Neben organischen Anionen transportieren Oatps viele andere negative,
steroidale, neutrale und kationische Substanzen wie z. B. Statine, Angiotensin |I-Rezeptor-
Antagonisten, Angiotensin konvertierendes Enzym (ACE)-Inhibitoren und Herzglycoside in die
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Zelle (Tirona & Kim, 2007). Im Ratten-Darm kommen Oatp2bl, Oatpla5 vor (Uno et al.,
2009; Walters et al., 2000; Zair et al., 2008).

PeptT1 (SLC15A1)

Friher ist man davon ausgegangen, dass die mit der Nahrung aufgenommenen Peptide im
Darmlumen zuerst zu Aminosauren abgebaut werden mussen, bevor sie in die Enterozyten
aufgenommen werden kénnen. Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass Peptide aus
dem Darm in die Enterozyten aufgenommen werden, war man der Meinung, dass dies durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose geschieht. Mittlerweile ist bekannt, dass es Peptid-
Transporter gibt, die spezifisch Di- und Tripeptide aufnehmen. Im Darm wird der Peptid-
Transporter 1 (PepT1) in der apikalen Membran der Enterozyten exprimiert. Als sekundar
aktiver Transporter nimmt er Peptide entlang eines Protonengradienten und des
Membranpotentials in die Zelle auf. Der Transporter besitzt eine niedrige Affinitat zu den
Peptiden, kann aber grofe Mengen an Peptiden in die Enterozyten beférdern. Er ist auch fur
die Resorption von einigen Arzneistoffen wie B-Lactam-Antibiotika, ACE-Inhibitoren wie
Captopril und Enalapril, Bestatin und Prodrugs, die Aminosaure-Reste tragen. verantwortlich
(Carl et al., 2007).

1.2.3 Basolaterale Aufnahme-Transporter im Darm

Apikal aufgenommene Peptide werden intrazelluldar durch Peptidasen in Aminosduren
gespalten. Zusammen mit den durch apikale Aminosdure-Transporter aufgenommenen
Aminosdauren missen sie die Zelle basolateral verlassen, damit die anderen Kérperzellen mit
diesen versorgt werden koénnen. Gleichzeitig bendtigen Enterozyten auch basolaterale
Aufnahme-Transporter, die die Zellen mit spezifisch bendtigten Aminosduren aus dem Blut
versorgen. Ein wichtiger Vertreter ist der Aminosdure-Transporter ,large amino acid
transporter” (LAT2, SLC7AS8). Er ist in der basolateralen Enterozytenmembran lokalisiert und
transportiert hauptsachlich neutrale Aminosdauren. Als Antiporter tauscht er neutrale
Aminosduren Uber die basolaterale Membran in einer 1:1-Stéchiometrie gegeneinander aus.
Als dieser kann er damit zwar nicht fir eine Netto-Zu- oder Abnahme des Aminosdurepools
sorgen; seine Aufgabe besteht eher in einer Veranderung der Zusammensetzung des
Aminosdurepools, im dem spezifisch einzelne Aminosauren im Pool relativ zu- oder
abnehmen (Broer, 2008). An Arzneistoffen transportiert er L-DOPA, a-Methyldopa,
Melphalan und Gabapentin (del Amo et al., 2008).

1.3 In vitro- und in vivo-Modellsysteme zur Untersuchung
des intestinalen Arzneistoff-Transports

Um schon frihzeitig Hinweise auf mogliche Interaktionen potentieller Arzneistoffe mit
Transportern zu erhalten, sind zahlreiche Modellsysteme entwickelt worden, dies es
erlauben die Transportereigenschaften von Substanzen zu charakterisieren.

1.3.1 in vivo-Modellsysteme (Gut-Loop)

In vivo-Modellsysteme stellen die komplexesten Ansdtze zum Studium intestinaler
Transportvorgdnge dar, da die in vivo-Situation vollstdndig erhalten bleibt. Die Enterozyten
verbleiben in ihrem Zellverband, das Blut transportiert den absorbierten Arzneistoff Richtung
Leber.
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In vivo-Absorptionsstudien im sogenannten Gut Loop-Versuch werden durchgefiihrt, in dem
ein Abschnitt des Darms mit einem wirkstoffhaltigen Puffer perfundiert wird und die
Absorption des Wirkstoffes in das Blut vor Eintritt in die Leber durch Entnahme von
Blutproben aus einen Katheter in der Vena porta gemessen wird. Fir humane Studien
existiert das Loc-I-Gut®-System (Knutson et al., 1989), mit dem ein Darmabschnitt durch zwei
aufblasbare Ballons vom Rest des Darms abgetrennt und dann perfundiert werden kann. In
der Ratte wird Ublicherweise ein Stiick Darm kanuliert und dann der arzneistoffhaltige Puffer
durch diesen Abschnitt geleitet. Nachteil dieser Methode ist, dass pro Versuch nur ein
Darmabschnitt untersucht werden kann wund daher inter- und intraindividuelle
Schwankungen der Transporterexpression einen entscheidenden Einfluss auf die
Absorptionsrate einer Substanz haben kdnnen.

1.3.2 ex vivo- Modellsysteme

Eine weit verbreitete ex vivo-Methode ist der Einsatz der Ussing-Kammer, eine Vorrichtung,
in die ein Stlick Darmgewebe mit oder ohne Serosa zwischen zwei Kammern eingespannt
wird und in der entweder die eine oder andere Seite des Gewebes mit einem
wirkstoffhaltigen Puffer inkubiert werden kann und die Permeation des Wirkstoffes durch
das Gewebe gemessen wird (Ussing & Zerahn, 1951). Dieser Versuchsaufbau hat den Vorteil,
dass die physiologischen Bedingungen des Darmsaftes im Puffer gut simuliert werden
konnen, die Zellen in ihrem natlrlichen Verband bleiben, was fiir die Aufrechterhaltung der
Zellpolaritat und damit der Aktivitat von Efflux-Transportern wichtig ist, und dass
verschiedene Darmsegmente verwendet werden kénnen. Nachteile sind zum einen die
zeitaufwendige Isolierung, die kurze Lebensfdhigkeit des Gewebes nach der Isolierung auf
Grund der schlechten Sauerstoffversorgung, die groRBe bendtigte Arzneistoffmenge und die
begrenzte Anzahl an pro Isolierung erhaltenen Prdparaten. Dieses Modell wird deshalb vor
allem zur mechanistischen Aufklarung von Transportvorgangen und weniger zur
routinemaRigen Untersuchung der Resorptionseigenschaften von Arzneistoffen verwendet.

1.3.3 in vitro- Modellsysteme

Als Modell der gastrointestinalen Barriere hat sich die Verwendung der Caco-2-Zelllinie
etabliert. Diese Zellen stammen aus einem humanen Colonkarzinom (Artursson, 1990) und
differenzieren in Kultur zu einem polarisierten Monolayer, der eine enterozytdre
Differenzierung mit Ausbildung einer Blirstensaummembran und der Expression von
Transportproteinen aufweist (Ho et al., 1995; Makhey et al., 1998; Gutmann et al., 1999;
Walgren et al., 2000). Kultivierung der Zellen auf permeablen Filtereinsatzen (sog. Transwell-
Versuche, Abbildung 9) erlauben die getrennte Untersuchung von Transport-Prozessen an
der apikalen und basolateralen Membran. Die Verwendung der Caco-2-Zellen ist mittlerweile
so etabliert, dass die FDA ihre Verwendung in ihrer Richtlinie zur Identifizierung von Pgp-
Substraten und zur Ermittlung von Wirkstoff-Wirkstoff-Interaktionen bei Komedikation
mehrerer Arzneistoffe, die Pgp-Substrate sind, empfiehlt (FDA, 2006).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung fiir Transportversuche mit Caco-2-Zellen in Transwell-Platten. Der Transport
Uber die beiden Membrandoménen kann durch Zugabe des Substrats in das apikale oder basolaterale Kompatiment getrennt dargestellt
werden. Das dunkle Medium enthélt das zu untersuchende Transporter-Substrat.

Da es sich bei Caco-2-Zellen um Zellen aus dem Colon handelt, bilden sie eine dichtere
Barriere als das Dunndarmepithel aus und spiegeln durch den hohen TEER und die schlechte
parazelluldre Permeabilitdt nicht die physiologischen Verhdltnisse im Diinndarm, dem
Hauptresorptionsort fir Arzneistoffe wider, sondern die des Dickdarms (Grasset et al., 1984;
Artursson et al., 1993). Diese Eigenschaft ermdglicht es einerseits, den Bereich zur Einstufung
der Arzneistoffe als Transportersubstrate zu verbreitern und fiir viele Substrate konnte
bisher eine ausreichende in vitro/in vivo-Korrelation nachgewiesen werden (Artursson et al.,
2001; Artursson et al., 1993). Auf der anderen Seite fiihrt die sehr dichte Barriere zu einer
sehr geringen Permeabilitat fir hydrophile Substanzen die parazelluldr permeieren. Die
beste in vitro/in vivo-Korrelation ergibt sich daher flir passiv transzelluldr permeierende
Arzneistoffen. Dies liegt auch daran, dass die in Caco-2-Zellen exprimierten
Transportproteine teilweise in anderen Quantitdten als im Dinndarm exprimiert werden.
Zudem fehlen den Caco-2-Zellen die Ausbildung einer Krypt-Villus-Achse, sowie die
schleimproduzierenden Becherzellen, die an der Bildung des sogenannten unstirred water
layers (UWL) beteiligt sind (Wikman-Larhed & Artursson, 1995; Hilgendorf et al., 2000).

Zur intensiveren Charakterisierung von Transportvorgdangen stehen dariiber hinaus weitere
transfizierte Zelllinien, polarisiert und nicht-polarisiert, wie MDCKs, LLCK- und HEK-Zellen
sowie transfizierte Xenopus-Oozyten zu Verfiigung. Des Weiteren werden Membranvesikel in
Aufnahme-Studien eingesetzt.

Den physiologischen Gegebenheiten in vivo entspricht am ehesten die Verwendung von
isolierten Enterozyten, da diese die fir die Resorption entscheidende Zellart des
Darmepithels darstellen und sie die gleiche Ausstattung an Transportern besitzen wie der
Darm von Versuchstieren fur in vivo-Studien. lhre Anwendung als Resorptionsmodell ist
allerdings schwierig, da sie nach der Isolation nur wenige Stunden lebensfihig sind, (Young &
Das, 1990). Verschiedene Labore haben bisher erfolglos versucht, frisch isolierte Enterozyten
zur Etablierung eines Transportmodells zu kultivieren. Da die Zellen entlang des Villus bereits
differenziert sind, haften sie nicht mehr an Oberflichen an, bilden keine
zusammenhdngende Zellschicht aus und miussen daher als Suspensionskultur verwendet
werden, in der sie wahrscheinlich keine Polarisation zeigen. Dennoch wurden verschiedene
Techniken zur Isolation von Enterozyten entwickelt. Die mechanische Isolation durch
Vibration ermdoglichte die sequentielle Isolation von Zellen entlang der Villusachse d. h., die
Isolation von Zellen von der Spitze des Villus bis zu den Zellen der Krypten (Harrison &
Webster, 1969). Hartmann et al., 1982 gelang die enzymatische Isolation von Enterozyten
mittels Collagenase. Weiser, 1973 entwickelte eine Methode zur Isolation von Enterozyten
unter Verwendung von Dithiothreitol und EDTA, mit denen vor allem die calciumabhangigen
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Zell-Zell-Verbindungen zerstort werden. Osiecka et al., 1985 und Porter et al., 1985 konnten
Enterozyten isolieren, mit denen Aufnahmestudien durchgefiihrt werden konnten.
Enterozyten fotalen Ursprungs sind wahrscheinlich besser zur Kultivierung geeignet, da sie
noch nicht in dem Malie wie adulte Enterozyten differenziert sind. Sanderson et al., 1996
gelang die Kultivierung von fétalen undifferenzierten epithelialen Zellen zu differenzierten
Enterozyten. Ob diese dann aber genau die gleichen Transporteigenschaften besitzen wie die
Enterozyten in vivo, muss genauer untersucht werden.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Voraussetzung fir die Bioverfligbarkeit oral verabreichter Arzneistoffe und ihre systemische
Verteilung im Korper ist die Aufnahme dieser Stoffe aus dem Darmlumen in die Enterozyten.
Oftmals ist diese Aufnahme jedoch erheblich reduziert. Verantwortlich dafiir sind
verschiedene Transportproteine, die eine Vielzahl in die Zelle aufgenommener Arzneistoffe
erkennen und aus der Zelle heraus zurtlick in das Darmlumen transportieren, die sog. Efflux-
Transporter. Die Folge ist in vielen Fallen eine Senkung des Wirkstoffspiegels im Kérper unter
das therapeutisch wirksame Niveau. Bei vielen Wirkstoffen ist zudem eine aktive Aufnahme
aus dem Darmlumen in die Zellen notwendig, da sie z.B. auf Grund immer héher werdender
Molekulargewichte neuer Arzneistoffe nicht zellgangig sind. Dies Ubernehmen verschiedene
andere Transportproteine, sog. Aufnahme-Transporter, deren Expression und Aktivitat damit
ebenfalls eine Voraussetzung fir die Bioverfiigbarkeit von Arzneistoffen darstellen.

Fir die Entwicklung neuer Arzneistoffe, im Besonderen in der praklinischen Phase, sind
daher Kenntnisse Uber die Expression, Aktivitait und das Substratspektrum intestinaler
Aufnahme- und Efflux-Transporter in Tiermodellen von besonderer Bedeutung. Damit einher
geht die Frage nach der Vergleichbarkeit jener Studien mit humanen Transporter-Studien.
Bestehende Studien zur Expression und Funktion intestinaler Arzneistoff-Transporter sind -
u.a. auf Grund der besonderen Lange des Organs- lickenhaft. Nicht flr alle pharmazeutisch
relevanten intestinalen Arzneistoff-Transporter gibt es ausreichend Informationen tber die
Expression und Aktivitdt entlang des Darms. Oftmals finden sich nur Daten aus ausgewahlten
kleinen Bereichen des Darms. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte daher die
Expression der drei wichtigsten intestinalen Efflux-Transporter Pgp (ABCB1), Bcrp (ABCG2)
und Mrp2 (ABCC2) und der anionischen Aufnahme-Transporter Oatpla5 (Slcola5), und
Oatp2bl (Slco2bl), sowie des Peptid-Transporters PepT1 (SLC15A1) und des Aminosaure-
Transporters LAT2 (SLC7A8) als weitere wichtige Aufnahme-Transporter fiir Arzneistoffe
entlang des Darms in der Ratte untersucht werden. Dabei war zum einen die Frage nach der
Vergleichbarkeit von Expressionsanalysen auf mRNA-Ebene und Protein-Ebene von Interesse.
Zum Anderen sollte die Relevanz der in bestehenden Studien beobachteten deutlichen inter-
und intraindividuellen Variation der Transporter-Expression untersucht werden, in dem
stellvertretend fur die Efflux-Transporter die llckenlose Protein-Expression entlang des
gesamten Darms ermittelt wurde. Als weiterer Aspekt sollte die Frage nach
geschlechtsspezifischen Unterschieden der Transporter-Expression beantwortet werden.

In nachsten Teil sollte die in vivo-Relevanz der ermittelten Transporter-Expression fir die
Absorption von Arzneistoffen aus dem Darm untersucht werden. Dafiir wurden Bereiche des
Darms mit unterschiedlicher Pgp-Expression mit einem Pgp-Substrat in vivo perfundiert und
die Aufnahme des Arzneistoffs in das Blut in Abhangigkeit von der Pgp-Expression gemessen.

Expressionsanalysen bilden die Voraussetzung fiir Kenntnisse tUber das Absorptionsverhalten
eines Arzneistoffkandidaten, der ein Transporter-Substrat ist. In in vivo-Absorptionsstudien
kann dann die tatsachliche Absorption der Substanz ermittelt werden. Diese Studien sind
aber sehr aufwendig. Zelluldre Testsysteme bieten den Vorteil, dass in kurzer Zeit viele
Substanzen darauf getestet werden kdnnen, ob sie Substrate fiir bestimmte Transporter
sind. Sie sind zudem Bestandteil des Zulassungsprozesses fir neue Arzneimittel. Als
bestehendes Modell fir die gastrointestinale Barriere hat sich das Caco-2-Zellmodell
bewdhrt. Es ist im Besonderen zur Identifizierung von Efflux-Substraten geeignet. Daher
sollte im dritten Teil der Arbeit untersucht werden, ob sich aus der Ratte frisch isolierte
Enterozyten flr Studien zur Aktivitat von Efflux- und insbesondere Aufnahme-Transportern
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eignen. Dazu sollte ein Isolationsprotokoll entwickelt werden, dass die Isolation viabler,
transportaktiver Zellen ermdglicht. Dazu sollten Enterozyten unterschiedlichen
Differenzierungsgrades entlang der Villusachse isoliert und in Hinblick auf die Expression
verschiedener Efflux-Transporter charakterisiert werden. AnschlieBend sollten mit
geeigneten Zellfraktionen Transportversuche mit Modellsubstraten fiir verschiedene Efflux-
und Aufnahme-Transporter durchgefiihrt werden. Pgp wurde dabei als Vertreter der Efflux-
Transporter ausgewahlt und Oatps, PepT1l und Transporter fiir neutrale Aminosauren als
Vertreter der Aufnahme-Transporter. Die Ergebnisse sollten dann mit Transportversuchen,
die im Caco-2-Modell durchgefiihrt wurden, verglichen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate, Chemikalien, Losungen

3.1.1 Gerdte und Hilfsmittel

Chirurgische Instrumente

LC-MS

PCR

LDS-PAGE

Zellkultur

Verschiedenes

Thermocycler
Realtime PCR-Gerat
Gelkammer
Photometer fir RNA
Gelkammer
Blotmodul
Stromversorgung
Kamera

Zahlkammer
Mikroskop
Pipetten

Photometer
Vortexer
Thermomixer
Szintillationszahler

pH-Meter
Magnetrihrer
Biofreezer

Wasserbad
Waagen
Zentrifugen

chirurgische Scheren, klein und grof3
anatomische Pinzetten, gebogen
chirurgische Pinzetten, klein
Arterienklemmen

Skalpell (alles Aesculap)

ABI 2000 (Applied Biosystems)

ABI 3200 (Applied Biosystems)

LightCycler 1.5 (Roche)
(Peglab)

Nanodrop1000 (Peglab)
(Invitrogen)

XCell Il (Invitrogen)

Power Ease 500 (Invitrogen)
ChemiDoc XRS (Bio-Rad)

Neubauer improved (neolLab)
Axiovert S100 (Zeiss)

Research (Eppendorf)

Research Pro (Eppendorf)
Genios (Tecan)

Stuart (Bibby)

Thermomixer 5436 (Eppendorf)
TRI-CARB® Liquid Scintillation
Analyzer 2900TR (Packard)
Portamess (Knick)

Ika combimag (lka Labortechnik)
-85 °C Ultra Low Freezer (New
Brunswick Scientific)

5510 (Branson)

AT261 Delta Range (Mettler)
Centrifuge 5804R (Eppendorf)
Centrifuge 5417R (Eppendorf)
Mini Centrifuge (LMS)
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3.1.2 Verbrauchsmaterial

96-Well-Platten clear, flat bottom (Nunc)

Combi-Tips 12,5 ml (Eppendorf)

Heizkissen P5 (Tronic)

Perfusor Perfusor compact S (Braun)

Katheter 2 French 5 ¢cm/3,5 French 30 cm
Nadel-Faden-

Kombination Perma-Hand Seide 7-0 BV-1 30 cm (Ethicon)
PCR-Glaskapillaren 20 pl (Roche)

Reaktionsgefalie 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf)
Spritzen 10 ml, 50 ml (Braun)
Szintillationsréhrchen 6 ml Pony Vials (Perkin Elmer)
Zentrifugenrohrchen 50 ml (Falcon)

3.1.3 Chemikalien

Nicht ndher spezifizierte Chemikalien stammten von VWR/Merck (Darmstadt), Fluka /
Sigma / Aldrich / Serva (Deisenhofen) oder Carl Roth (Karlsruhe) in der Reinheit mind. ,,zur
Analyse”.

Apoptose-Inhibitor Caspase-1 Inhibitor Il (Ac-YVAD-CMK) (Calbiochem)
Protease-Inhibitoren Complete EDTA-frei (Roche)
Szintillationsfliissigkeit  Pico Fluor 15 (Packard)

Radioaktiv markierte Substanzen

[*H]-Digoxin 23 Ci/mmol, 1 mCi/ml, 43,5 uM (Perkin Elmer)
[*H]-Clonidin 69 Ci/mmol, 1 mCi/ml, 14,5 uM (Perkin Elmer)
[*H]-Glycylsarcosin 0,5 mCi/mmol, 1 mCi/ml, 2 uM (Hartmann Analytic) und
14,4 mCi/mmol, 1 mCi/ml, 63,9 uM (Hartmann Analytic)
[*H]-L-Leucin 56,2 Ci/mmol, 1 mCi/ml, 17,8 uM (Perkin Elmer)
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3.1.4 Verwendete Antikérper, Primer und PCR-Programme

Tabelle 1: Auflistung aller fiir Western Blot-Versuche verwendeten primaren Antikorper

Protein Klon IgG-Typ Verdiinnung bezogen von

Pgp C219 Maus 1:100 Alexis Biochemicals

Bcrp BXP-53 Ratte 1:100 Alexis Biochemicals
Mrp2 M2 IlI-6 Maus 1:100 Alexis Biochemicals
Oatplal OATP-11-A Kaninchen 1:200 Alpha Diagnostic International
Oatpla5 OATP-32-A Kaninchen 1:50 Alpha Diagnostic International
Oatpla5 N-19 Maus 1:50 Santa Cruz Biotechnology
PepT1 H-235 Kaninchen 1:100 Santa Cruz Biotechnology
LAT1 Q-20 Ziege 1:100 Santa Cruz Biotechnology
LAT2 G-19 Ziege 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Villin H-60 Kaninchen 1:2000 Santa Cruz Biotechnology
Na/K-ATPase-al M8-P1-A3 Maus 1:250 Alexis Biochemicals
Alkaline Phosphatase 3A8 Maus 1:1000 Abnova

PCNA PC10 Ziege 1:5000 Abcam

Tabelle 2: Auflistung aller fiir Western Blot-Versuche verwendeten sekundaren Antikorper

1gG-Typ Wirt Verdiinnung bezogen von
Maus Kaninchen 1:20000 Sigma
Kaninchen Ziege 1:20000 Sigma
Ratte Kaninchen 1:20000 Sigma
Ziege Kaninchen 1:20000 Sigma

Tabelle 3: Fiir die real-time gRT-PCR verwendete Primer

Gen Primersequenz PCR-Produkt (bp) Referenz
5’- agc ggt cag tgt gct cac a -3’ . .
mdrla 5'- ctt gge ata tat gtc tgt agc a -3’ 202 diese Arbeit
5’- gaa ata atg ctt atg aat ccc aaa g-3’
mdrlb 5'_ ggt ttc atg gtc gtc gtc tct tga -3 325 Zhang et al., 1996
5-t tt t ttta -3’
bcrp , ccaaggtiggaactcagtiia , 224 diese Arbeit
5’- aag atg gaa tat cga ggctg -3
5’- gaa ggc att gac cctatc t -3’ . .
mrp2 5’- cca ctg aga atc tca ttc atg -3° 318 diese Arbeit
5’- tgg cag gct taa caa cct ct -3° . :
oatplad 5'- acc atg ttg gtt cct gtt cc -3 196 diese Arbeit
5’- ctg cag tcc tgg ggt tat gt -3° . .
oatpla5s 5°- tgc cag cga ata ctc ttg tg -3° 201 diese Arbeit
5’- acg act ttg ccc acc ata gc -3’ .
oatp2b1l , , 117 St-Pierre et al., 2004
5’- cca cgt aaa ggc gta gca tga -3
villin > - aga gat ccg aga cca gga -3 201 diese Arbeit

5’- tcg gag tca gac aca tgg -3’
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Tabelle 4: Zur Quantifizierung von mdrla, mdrilb, bcrp, mrp2 und villin verwendetes LightCycler-Programm

Analysis Mode Cycles Segment Target Temperature  Hold time Acquisition
Mode
Preincubation
None 1 95 °C 10 min none
Amplification
Denaturation 95 °C 10s none
Quantification 45 Annealing 50 °C 10 s, slope 5 °C/s none
Extension 72 °C 10s single
Melting Curve
Denaturation 95 °C Os none
Melting Curve 1 Annealing 65 °C 15s none
Melting 95 °C 0s, slope 0.1 °C/s continuous
Cooling
None 1 40°C 30s none
Tabelle 5: Zur Quantifizierung von oatplal verwendetes LightCycler-Programm.
Analysis Mode Cycles Segment Target Temperature  Hold time Acquisition
Mode
Preincubation
None 1 95 °C 10 min none
Amplification
Denaturation 95 °C 10s none
Quantification 45 Annealing 63 °C 10s none
Extension 72 °C 25s single
Melting Curve
Denaturation 95 °C Os none
Melting Curve 1 Annealing 65 °C 15s none
Melting 95 °C 0s, slope 0.1°C/s continuous
Cooling
None 1 40°C 30s none
Tabelle 6: Zur Quantifizierung von oatpla4 verwendetes LightCycler-Programm
Analysis Mode Cycles Segment Target Temperature  Hold time Acquisition
Mode
Preincubation
None 1 95 °C 10 min none
Amplification
Denaturation 95 °C 10s none
Quantification 45 Annealing 60 °C 10 s, slope 20 °C/s none
Extension 72 °C 25s single
Melting Curve
Denaturation 95 °C Os none
Melting Curve 1 Annealing 65 °C 15s none
Melting 95 °C 0s, slope 0.1 °C/s continuous
Cooling
None 1 40°C 30s none
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Tabelle 7: Zur Quantifizierung von oatpla5 verwendetes LightCycler-Programm

Analysis Mode Cycles Segment Target Temperature  Hold time Acquisition
Mode
Preincubation
None 1 95 °C 10 min none
Amplification
Denaturation 95 °C 10s none
Quantification 45 Annealing 67 °C 10 s, slope 20 °C/s none
Extension 72 °C 25s single
Melting Curve
Denaturation 95 °C Os none
Melting Curve 1 Annealing 65 °C 15s none
Melting 95 °C 0s, slope 0.1°C/s continuous
Cooling
None 1 40°C 30s none
Tabelle 8: Zur Quantifizierung von oatp2b1 und villin verwendetes LightCycler-Programm
Analysis Mode Cycles Segment Target Temperature  Hold time Acquisition
Mode
Preincubation
None 1 95 °C 10 min none
Amplification
Denaturation 95 °C 10s none
Quantification 45 Annealing 57 °C 10 s, slope 20 °C/s none
Extension 72 °C 10s single
Melting Curve
Denaturation 95 °C Os none
Melting Curve 1 Annealing 65 °C 15s none
Melting 95 °C 0s, slope 0.1°C/s continuous
Cooling
None 1 40°C 30s none
3.1.5 Pufferlosungen und Medien
Puffer fiir die quantitative realtime RT-PCR
gRT-PCR-Reaktionsmix
SYBR Green Master Mix 2 ul
Vorwarts-Primer 0,5 ul
Rackwarts-Primer 0,5 ul
cDNA siehe 3.2.1
Wasser ad 10 ul

19



Material und Methoden

Puffer fiir die Gewinnung von Mukosa-Homogenaten

Spilpuffer

KCl 1,5 mM

NaCl 96 mM
Na-Citrat 27 mM

KH,PO4 8 mM
Na;HPO, 56mM pH7,3
Protease-Inhibitoren

Separationspuffer

KCl 2,7 mM

NaCl 137 mM

EDTA 1,5 mM

DTT 0,5 mM

KH,PO4 1,5 mM
Na;HPO,4 8mM pH7,4
Protease-Inhibitoren

Homogenisierungspuffer

Histidin 5mM

Sucrose 250 mM

EDTA 0,5mM pH7,0
Protease-Inhibitoren

Puffer fiir die LDS-PAGE

Probenpuffer Iml

LDS sample buffer 4x (Invitrogen) 500 ul

Sample reducing agent 10x (Invitrogen) 200 pl

8 M Harnstoff 1000 pl

Wasser 300 pl
Blockpuffer

Milchpulver 5% (w/v)
TBS-T 1x
Waschpuffer (TBS-T)

NaCl 150 mM

Tris 10 mM
Tween20 0,05% pH6,7
Stripping-Puffer

R-Mercaptoethanol 100 mM

SDS 2%

Tris 62,5mM pH®6,7
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Puffer fiir die Enterozyten-Isolation

Transportpuffer

MEM Spinnermodifikation (Sigma)
FCS dialysiert (Gibco)

Glutamin (Gibco)
Protease-Inhibitoren

Isolationspuffer

MEM Spinnermodifikation (Sigma)
FCS dialysiert (Gibco)

Glutamin (Gibco)

Heparin

EDTA

DTT

Apoptose-Inhibitor
Protease-Inhibitoren

Assaypuffer

OptiMEM (Gibco)
FCS (Gibco)

2%
0,67 mM

2%

0,67 mM
30 U/ml
1.5mM

0,5 mM

10 uM

2% pH6,00der7,4

Assaypuffer fir den natriumabhéngigen Leucin-Transport

NaCl

KCl
NazHPO4
NaH2PO4
CaCIz
MgSQO,
Glucose

130 mM
0,03 mM
7,5 mM
1,5 mM
1mM
0,5 mM
10mM pH7,4

Assaypuffer fir den natriumunabhangigen Leucin-Transport

KCl
KoHPO4
KH,PO4
CaCIz
MgSO,
Glucose

Lysispuffer

NaCl

Tris

EDTA

Triton X-100

NP-40 Substitut
Protease-Inhibitoren

130,03 mM

7,5 mM

1,5 mM

1mM

0,5 mM
10mM pH7,4

150 mM
50 mM
2mM
1%

1% pH38,0

21



Material und Methoden

Puffer fiir die Transportversuche mit Caco-2-Zellen

Zellkulturmedium Caco-2

DMEM mit 4,5 g/L Glucose (Gibco)

FCS (Gibco) 10 %
NEAA 100x (Gibco) 1%
Glutamin 200 mM (Gibco) 1%

Penicillin/Streptomycin (Gibco) 100 U/ml / 100 pg/ml

Assaypuffer fur Transportversuche mit Glycylsarcosin

NaCl 128,1 mM

KCI 5,4 mM
Na;HPO, 1,2 mM
NaH,PO, 0,4 mM

CaCl, 1,8 mM

MgSQO, 1mM

Glucose 20 mM

NaHCO; 4,2 mM

Hepes 15mM pH74
oder

MES 15mM pHG6,0

Flr Versuche mit Leucin wurden die gleichen Assaypuffer wie in den Versuchen mit isolierten
Enterozyten verwendet.

Puffer fiir die Darm-Perfusion

Perfusionspuffer

NaCl 48 mM
KCI 5,4 mM
Na,HPO, 2,8 mM
NaH,PO, 4 mM
Antipyrin 100 uM  pH 7,4

3.1.6 Versuchstiere

Mannliche und weibliche Han-Wistar-Ratten wurden von der Charles River GmbH Sulzfeld
bezogen. Die Tiere wurden in Standard-Kifigen in einem kontrolliertem 12-Stunden
Tag/Nachtrhythmus gehalten und bekamen Wasser und kommerziell erhéltliches Laborfutter
(V1534-000 R/M-H, ssniff) ad libitum. Fir die Expressionsanalysen auf mRNA-Ebene wurden
Ratten aus zwei verschiedenen Gewichtsklassen verwendet. ,Normalgewichtige Ratten”
besaBen ein Gewicht von 265-310 g, “schwere Ratten” ein Gewicht von 471-566 g. Fir alle
anderen Versuche wurden Ratten mit einem Gewicht von 200-340 g verwendet.
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3.2 Expressionsanalysen
3.2.1 mRNA-Quantifizierung

Die Quantifizierung der Transporter-mRNA erfolgte mit Hilfe einer quantitativen real-time
Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (real-time qRT-PCR). Bei dieser Methode
wird zundchst die gesamte in einer Zelle vorliegende RNA isoliert, die mRNA angereichert
und in cDNA umgeschrieben. Mit dieser cDNA wird dann eine PCR durchgefiihrt, in der die
verschiedenen Transporter mit Hilfe spezifischer Primer amplifiziert werden. Der Vorteil
dieses PCR-Prinzips liegt darin, dass nur die tatsachlich exprimierten Gene des Zellgenoms
analysiert werden. Eine weitere Besonderheit dieser PCR-Technologie besteht darin, dass die
gebildeten PCR-Produkte in Echtzeit (real-time) vom Geréat detektiert werden kénnen. Dazu
wird der Reaktion SYBRGreen |, ein Fluoreszenzfarbstoff, zugefiigt, welcher in die sich
bildende doppelstrangige DNA interkaliert, was zu einem starken Anstieg der Fluoreszenz
fUhrt. Ein im Gerdt vorhandener Detektor misst das entstehende Fluoreszenz-Signal. Als
eigentlicher Messwert dient der Zeitpunkt, an dem sich das Signal gerade deutlich vom
Hintergrund abhebt, der sog. Crossing Point (Cp). Je mehr cDNA in einer Probe vorhanden ist,
desto schneller verlauft die Vermehrung und desto eher wird dieser Punkt liberschritten, der
Cp ist also kleiner. Die Quantifizierung der Transporter-Expression erfolgt dabei relativ, in
dem die Cps der einzelnen Proben miteinander verglichen werden.

3.2.1.1 Gewebeentnahme

Mannliche Versuchstiere wurden mit Isofluran (Abbott) betdubt und durch zervikale
Dislokation getotet. Der Darm wurde entnommen und mit physiologischer Kochsalzlésung
gespllt. Es wurden jeweils 3 cm lange Stlicke aus den Bereichen Duodenum, Jejunum, Ileum
und Colon verwendet. Die Mukosa wurde aus diesen Stlicken herausgedriickt, sofort in
RNAlater (Sigma) Uberfiihrt und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Duodenum wurde
definiert als die ersten 3cm hinter dem Magen, Jejunum als die mittleren 3 cm des
Diinndarms, lleum als die letzten 3 cm vor dem Caecum und Colon als die ersten 3 cm des
Dickdarms. Fir die Expressionsanalyse der Efflux-Transporter Pgp, Bcrp und Mrp2 wurden
Ratten der beiden Gewichtsklassen , normalgewichtig” und ,schwer” verwendet, flr die
Expressionsanalyse der Aufnahme-Transporter Oatp 1al, 1a4, 1a5 und 2b1l nur Ratten der
Gewichtsklasse ,,normalgewichtig”.

3.2.1.2 RNA-Isolation

Die Gesamt-RNA wurde aus der Mukosa mit Hilfe des RNeasy mini Kits (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers isoliert und mit Wasser und RNAsin (Promega) als RNase-Inhibitor
eluiert. Anschlieffend wurde die isolierte RNA nach dem ,Cleanup-Protokoll“ des Kits
nachgereinigt um verbleibende Kontaminationen zu entfernen und mit Wasser/RNasin
eluiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe eines Nanodropl000-Gerates
(Peqlab). Die Integritdt der RNA-Proben wurde elektrophoretisch in Agarose-Gelen mit
Ethidiumbromid-Farbung Gberprift.

3.2.1.3 Praparation der cDNA und quantitative realtime RT-PCR

1 pg Gesamt-RNA jeder Probe wurde mit Hilfe des iScript cDNA Synthesis-Kits (Bio-Rad) nach
Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Die real-time qRT-PCR der vorhandenen
Transporter-mRNA erfolgte mit einem LightCycler 1.5-Gerat (Roche) unter Verwendung des
FastStart DNA Master plus SYBR Green | Kits (Roche) und den vom Hersteller
vorgeschriebenen 20 pl-Glaskapillaren. Die untersuchten Transporter und verwendeten
spezifischen Primer sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Villin wurde als Housekeeping-Gen
zur Normalisierung verwendet. Fir jede Reaktion wurden 10 ul gRT-PCR-Reaktionsmix
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verwendet. Zur Quantifizierung von mdrla und bcrp wurden 25 ng cDNA, von mdrlb, mrp2,
oatp 1al, 1a4,1a5 und 2b1l jeweils 100 ng cDNA eingesetzt. Villin wurde aus 25 und 100 ng
cDNA amplifiziert. Die verwendeten Amplifizierungs-Programme der LightCycler-
Steuerungssoftware sind in Tabelle 4 - Tabelle 8 angegeben. Als Negativkontrolle wurde in
jedem Lauf in einem Reaktionsansatz cDNA gegen Wasser ausgetauscht, um maogliche
Kontaminationen auszuschlieBen. Fir jedes Gen wurden die PCR-Produkte aus einem
LightCycler-Lauf stellvertretend in Agarose-Gelen mit Ethidiumbromid-Farbung auf die
Spezifitat der Reaktion Gberprift.

Die Quantifizierung der in den verschiedenen Darmabschnitten vorhandenen mRNA aller
untersuchten Transporter erfolgte relativ und mit Hilfe der Software REST® (Relative
Expression Software Tool; Pfaffl et al., 2002). Fir jedes Gen wurde die Transporter-
Expression in jedem Abschnitt dazu zuerst auf die entsprechende Villin-Expression bezogen.
Die normalisierten Transporter-Expressionen in Jejunum, lleum und Colon wurden dann
relativ zur Expression im Duodenum gesetzt. Unterschiede der Transporter-Expression
zwischen den einzelnen Darmabschnitten wurden anschlieRend auf Signifikanz mit Hilfe des
Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test® (Pfaffl et al., 2002) geprift. Die von REST®
fur jedes Primerpaar durchgefiihrte Berechnung der Amplifizierungs-Effizienz erfolgte mit
Hilfe von Verdinnungsreihen. Dazu wurde die mRNA aller verwendeten Versuchstiere
gepoolt und in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend erfolgte flr jeden Transporter eine real-
time gRT-PCR mit unterschiedlichen Mengen an cDNA. Dazu wurde die cDNA mit Wasser
verdinnt und in den Mengen 5ng, 10ng, 20 ng, 50 ng und 100 ng in der PCR-Reaktion
eingesetzt.

3.2.2 Protein-Quantifizierung

Die Analyse der Transporter-Protein-Expression erfolgte im Western Blot. Dazu wurden
Mukosa-Homogenate hergestellt, die darin enthaltenen Proteine quantifiziert und mittels
denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese (LDS-PAGE) nach ihrer GréRe getrennt.
Die LDS-PAGE dient dazu, Proteine anhand ihres Molekulargewichts aufzutrennen.
Polyacrylamid bildet dabei ein engmaschiges Netz, das kleine Proteine schneller als gréfRere
Proteine durchwandern koénnen. Lithiumdodecylsulfat (LDS) ist ein negativ geladenes
Molekil und bewirkt durch Bindung an die Proteine eine negative Ladung dieser mit einem
konstanten Masse-Ladung—Verhaltnis unabhadngig von der Eigenladung der Proteine.

Im anschlieBenden Western Blot wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Membran
ubertragen und mit fur die jeweiligen Transporter spezifischen Antikérpern und Enzym
gekoppelten Sekundarantikérpern inkubiert. Diese Enzyme produzieren Lichtsignale, die von
einer Kamera detektiert werden kénnen.

Nachfolgend werden die einzelnen Methoden genauer beschrieben.

3.2.2.1 Herstellung von Mukosa-Homogenaten

Expressionsanalyse in ausgewahlten Darmabschnitten

Zur Bestimmung der Transporter-Proteinexpression in ausgewdhlten Abschnitten des Darms
wurden Mukosa-Homogenate hergestellt. Die Ratten wurden mit Isofluran betdaubt und
mittels cervikaler Dislokation getotet. Die Isolation wurde morgens gegen 9 Uhr durchgefiihrt
und erfolgte abgewandelt nach der Methode von Mohri & Uesawa, 2001. Dafiir wurden der
gesamte Diinndarm und Dickdarm (ca. 100-120 cm) entnommen und mittels eiskalten
Spulpuffers gut gespllt, um Nahrungsreste zu entfernen. Dem Darm wurden dann 3 cm
lange Abschnitte aus dem Duodenum, Jejunum, Ileum und Colon entnommen. Die Definition
der Darmabschnitte entsprach der bei der RNA-Analyse verwendeten. Wahrend der
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gesamten Isolation wurde auf Eis und mit eiskalten Puffern gearbeitet. Jeder Darmabschnitt
wurde mit Separationspuffer gespult und die Zellen durch sanftes Pressen des Darms mit
einer Pinzette aus dem Darm herausgedriickt. Dieser Ablauf wurde fir jedes Segment jeweils
dreimal wiederholt. Die isolierten Zellen wurden anschlieBend mit Homogenisierungspuffer
gewaschen, bei 800 g und 4 °C fiir 5 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Zellen wurden in neuem Homogenisierungspuffer aufgenommen, mittels eines Elvenhjem-
Potter bei 500 U/min mit 10 Hiiben aufgeschlossen und bei 850g und 4 °C fur 10 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde nach Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe
Abschnitt 3.2.2.2) bei -80 °C eingefroren.

Expressionsanalyse entlang des gesamten Darmes

Zur Bestimmung der Transporter-Proteinexpression entlang der gesamten horizontalen
Achse des Rattendarms wurden Mukosa-Homogenate wie fir die ausgewahlten
Darmabschnitte beschrieben hergestellt. Allerdings wurde der gesamte Darm zur Gewinnung
der Mukosa-Homogenate verwendet. Am Pylorus beginnend wurde der gesamte Darm dazu
in aufeinander folgende 3 cm lange Abschnitte geteilt. Die ersten drei Abschnitte hinter dem
Pylorus wurden dem Duodenum und der letzte Dinndarm-Abschnitt vor dem Caecum dem
lleum zugeordnet. Die Abschnitte zwischen Duodenum und lleum wurden dem Jejunum
zugeordnet, das in der Ratte, abhangig von der Darmldnge, zwischen 23 und 27 Abschnitte
einnahm und alle Proben nach dem Caecum wurden als Colon definiert (Sharp & LaRegina,
1998).

3.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Mukosa-Homogenaten erfolgte nach der
BCA-Methode mit dem kommerziell erhdltlichen BCA Protein Assay-Kit (Thermo Fisher
Scientific) nach Angaben des Herstellers. Bei dieser in zwei Schritten erfolgenden Reaktion
wird zundchst zweiwertiges Kupfer in einem alkalischen Milieu durch die vorhandenen
Proteine zu einwertigem Kupfer reduziert. In diesem als Biuret-Reaktion bekannten Schritt
formen alle Proteine, die die Aminosdure-Reste Cystein, Cystin, Tyrosin oder Tryptophan
besitzen, in Anwesenheit von K-Na-Tartrat einem blauen Komplex mit Kupfer, das dabei zu
einwertigem Kupfer reduziert wird. Im zweiten Schritt der Reaktion bildet Bicinchoninin-
Sdure (BCA) mit den gebildeten einwertigen Kupfer-Kationen einen violetten Chelat-
Komplex, der bei 562 nm eine starke lineare Absorption zeigt und damit photometrisch
vermessen werden kann. Dabei ist sowohl die Zahl der gebildeten einwertigen Kupfer-
Kationen in Schritt 1 als auch die Zahl der gebildeten BCA-Kupfer-Komplexe in Schritt 2
proportional zur Anzahl der vorhandenen Proteine. Die Kalibration der Farbreaktion erfolgte
mit einer BSA-Verdinnungsreihe.

3.2.2.3 LDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (LDS-PAGE)

Fir die Gelelektrophorese wurden jeweils 100 pg Protein durch Zugabe von 5-fachem
Volumen eiskalten Acetons Uber Nacht bei -80°C aus dem Homogenat gefdllt und
anschlieBend bei 8000g 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Protein-Pellet kurz getrocknet und in Probenpuffer aufgenommen. Nach einer Denaturierung
von 30 min bei 56 °C wurden jeweils 100 pg Gesamtprotein in reduzierenden Gradienten-
Gelen nach Angaben des Herstellers elektrophoretisch getrennt (NuPAGE® Novex  7-12 % Bis-
Tris-Gele, Invitrogen). Als Marker zur Bestimmung der ProteingréBe wurde ein Mix aus
ungefarbtem, Peroxidase gekoppeltem (MagicMark XP, Invitrogen) und gefarbtem Marker
(SeeBluePlus2, Invitrogen) verwendet.
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3.2.24 Western Blot-Analyse

Die aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe des XCell 1l-Blotmoduls von Invitrogen fur
1,45 h bei 150 mA konst. auf Nitrozellulose-Membranen Ubertragen. AnschlieBend wurden
die freien Bindungsstellen auf den Membranen fir 1 h bei Raumtemperatur mit Blockpuffer
abgesattigt. Nach Waschen der Membranen fir 3 x 5min mit Waschpuffer wurden die
Membranen mit entsprechenden primadren liber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach Waschen der
Membranen fir 3 x 5min mit Waschpuffer wurden sie mit spezifischen sekundaren,
Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Antikérpern gegen den entsprechenden IgG-Typ der
primdren Antikdrper 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend erneut gewaschen.
Die Sekundarantikorper enthalten eine konjugierte Meerrettich-Peroxidase, die anschlieRend
das im ECL-Reagenz enthaltenen Luminol oxidiert was somit zur Chemilumineszenz fiihrt. Um
diese Reaktion auszulésen wurden jede Membran nach Inkubation mit dem
Sekundarantikérper 3 x 5min mit Waschpuffer gewaschen, anschlieBend auf einen
Papiertuch kurz abgetrocknet und mit 2ml ECL-Reagenz (Western Lightning Plus’,
PerkinElmer) inkubiert. Nach einer Minute wurden das ECL-Reagenz entfernt und die Banden
mit Hilfe des ,ChemiDoc™ XRS“-Apparates (Bio-Rad) fotografiert. Die Banden wurden
anschliefend densitometrisch mit der ,Quantity One 1-D“-Software (Bio-Rad) ausgewertet.
Alle verwendeten Primar- und Sekundarantikorper und deren Verdiinnungen sind in Tabelle
1 und Tabelle 2 aufgelistet. Das gemessene Transportersignal wurde fir jede Probe auf die
entsprechende Villinexpression normalisiert. Flir die Expressionsanalyse in ausgewadhlten
Darmabschnitten wurden die normalisierten Transporter-Signale im Duodenum auf 1 gesetzt
und die Werte von Jejunum, lleum und Colon relativ dazu. Fir die Expressionsanalyse
entlang des gesamten Darms wurde die normalisierte Intensitdt des Segments mit der
schwachsten Signal-Intensitat auf 1 gesetzt und alle anderen Intensitaten relativ dazu.

3.2.25 Stripping der Membranen

Das Entfernen des gebundenen Antikorpers nach Detektion eines Proteins auf der Membran
wird als Stripping bezeichnet. Der Stripping-Puffer bewirkt eine Dissoziation der Antikérper
und legt somit die antigenen Proteine auf der Membran wieder frei. Es ermdglicht daher die
Detektion mehrerer Proteine auf derselben Membran.

Nach 30-minitiger Inkubation der Membran mit 56° C-warmen Stripping-Puffer und
anschlieRendem Schutteln fir 10 min bei Raumtemperatur im Puffer wurde die Membran
grandlich mit Waschpuffer gespilt und die freien Proteinbindungsstellen auf der Membran
erneut mit Blockpuffer abgesattigt. AnschlieBend wurde die Membran mit frischer
Primdrantikorperldésung inkubiert.

3.3 Invivo-Absorptionsstudien in perfundierten Darm-
abschnitten

Intestinale Efflux-Transporter, die sich in der apikalen Membran von Enterozyten befinden,
erkennen viele der in die Zelle aufgenommenen Arzneistoffe und transportieren sie aus den
Enterozyten heraus zurick ins Darmlumen. Damit kénnen intestinale Efflux-Transporter
einen groRen Einfluss auf die Absorption oral verabreichter Arzneimittel haben. Um diesen
Einfluss zu untersuchen, wurde die Absorption des Pgp-Substrats Fexofenadin aus dem
Darmlumen ins Blut gemessen. Basierend auf den Ergebnissen der Expressionsanalyse wurde
jeweils ein Bereich des Dinndarms mit hoher und ein Bereich mit niedriger Pgp-Expression
perfundiert, um eine Aussage Uber den Zusammenhang zwischen der Transporter-Expression
in vitro und der Transport-Aktivitat in vivo zu ermoglichen. Des Weiteren sollte die
Moglichkeit untersucht werden, den hemmenden Einfluss von Pgp auf die Absorption von
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Fexofenadin aufzuheben, in dem die Absorptions-Studien auch in Anwesenheit des Pgp-
Inhibitors PSC-833 durchgefiihrt wurden. Da es sich bei PSC-833 um einen Arzneistoff
(Valspodar®) handelt, gibt dieser Versuch zugleich ein Beispiel fiir Wirkstoff-Wirkstoff-
Interaktionen.

3.3.1 Versuche ohne Inhibitor

Mannliche Versuchstiere wurden mit Xylazin/Ketamin i.p. narkotisiert und auf ein
beheizbares Kissen gelegt. Direkt vor Versuchsbeginn wurde den Ratten ein Katheter in die
Vena porta eingesetzt und in regelmaligen Intervallen mit einer Heparin-Kochsalzlésung
(10 Units Heparin/ml NaCl) gespilt, um ein Verstopfen des Katheters zu verhindern.
Anschliefend wurde ein 10 cm langer Abschnitt des Diinndarms entweder 5 cm nach dem
Magen (,vorne”) oder 5 cm vor dem Caecum (,hinten”) mit Zwirn abgebunden und an ein
Perfusionsgerat angeschlossen. Dazu wurde die Darmwand an Anfang und Ende des
Abschnitts eingeschnitten und PU-Schlduche in diese eingefiihrt und fixiert. Der zulaufende
Schlauch war an den Perfusor angeschlossen. Der abfliihrende Schlauch flihrte das Perfusat in
ein AbfallgefaR. Alle Mesenterialgefdlle, die der Vena porta Blut von aullerhalb des
Abschnitts zufiihrten wurden abgebunden. Abbildung 10 gibt einen schematischen Uberblick
uber den Versuchsaufbau.

Perfusat

Leber
V.porta

Darm

Katheter

Co e

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung fiir die in vivo-Absorptionsstudien.

Der kanilierte Darmabschnitt wurde zunachst fir 20 min mit warmem Perfusionspuffer bei
einer Flussrate von 1ml/min equilibriert und dann mit 10 uM Fexofenadin in
Perfusionspuffer bei gleicher Flussrate perfundiert. Nach 0, 5, 10, 15, 50, 45, 60 und 90 min
wurden aus dem Katheter 150 pl Blut entnommen und mit dem gleichen Volumen an
heparinisierter NaCl-Loésung ersetzt. Der 0 min-Wert wurde unmittelbar vor der Perfusion mit
dem fexofenadinhaltigen Perfusionspuffer genommen. Dem Perfusionspuffer wurden
100 uM Antipyrin als Parazellular-Marker zugesetzt. Die Blutproben wurden nach 2h
Inkubation bei Raumtemperatur abzentrifugiert und der Uberstand bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert. Nach Beendigung des Versuchs wurde die Mukosa aus den
perfundierten Darmabschnitten abgeschabt und mit Lysispuffer 1 h auf Eis lysiert. Die Lysate
wurden anschliefend bei 10000 g 5 min abzentrifugiert und mittels Western Blot-Analyse
wie in 3.2.2 beschrieben auf ihren Pgp-Gehalt untersucht.

3.3.2 Versuche mit Inhibitor

Die Versuche wurden wie in 3.3.1 beschrieben durchgefiihrt. Dem Perfusionspuffer wurde
aber nach der Equilibrierung zusatzlich 1uM PSC-833 zugesetzt.
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3.3.3 Analytik

Die Analyse der Serum-Proben erfolgte freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Bernd
Woicke in der Bayer Schering Pharma AG mittels LC-MS. Die Proben werden dabei im ersten
Schritt durch Hochleistungs-Flissigkeitschromatografie (HPLC) getrennt. Dabei werden die
Proben entsprechend ihrer Wandergeschwindigkeit entlang der Saulenmatrix aufgetrennt.
Die Wandergeschwindigkeit ist dabei von der Starke der Interaktion mit der Matrix abhangig.
AnschlieBend werden die Fraktionen mittels Elektrospray (ESI) verspriiht, ionisiert und die
Tropfchen dann getrocknet, so dass nur die lonen der Analyten zurlickbleiben. Diese werden
danach im Analysator nach ihrem Masse/Ladung-Verhiltnis getrennt und vom Detektor
detektiert. Die detektierten Massen koénnen dann entsprechenden Summenformeln
zugeordnet werden.

Dazu wurden jeweils 50 pul Serum mit 150 pl Acetonitril/Wasser (1:2) + 1 uM internem
Standard versetzt und Uber Nacht bei -20°C gefdllt. Als interner Standard wurde eine
Substanz der Bayer Schering Pharma AG verwendet. Anschliefend wurden die Proben 15 min
bei 3000 g abzentrifugiert und mittels LC-MS aufgetrennt. Die hieraus resultierenden
Fexofenadin-Peaks wurden durch den Vergleich der Retentionszeiten mit separat
angesetzter Fexofenadin-Losung identifiziert. Parallel wurde Antipyrin in den Proben
identifiziert. Der Flacheninhalt des Fexonadins und der des Antipyrins wurden fiir jede Probe
jeweils auf den Flacheninhalt des internen Standards bezogen.

LC-MS-Bedingungen

Saule Quest Hypersil GOLD - 1.9 um - 2.1 mm x 50 mm
+2,1 x 10 mm Vorsaule (Thermo)

Injektionsvolumen 10 pl
Saulentemperatur  25°C

Flussrate 0,3 ml/min

Eluent A: Wasser + 0.05 % Essigsaure
B: Acetonitril + 0.05 % Essigsdure

Gradient min A (%) B (%)
0 90 10
4 5 95
5,35 5 95
5,4 90 10
6,7 90 10

MS-Detektion TIS Pos MS-MS

3.3.4 Auswertung

Die auf den internen Standard normalisierten Flacheninhalte flir Fexofenadin wurden fur
jeden Zeitpunkt auf den zugehdorigen Flacheninhalt des Antipyrins bezogen und fur jedes Tier
gegen die Zeit aufgetragen. Mit Hilfe der Trapezformel

AUCZY1'(X2_X1)+% -(X2—X1)

wurde mit SigmaPlot 10.0 fiir jedes Tier der Flacheninhalt unter der Kurve (AUC) berechnet.
Die Flacheninhalte mit und ohne PSC-833 wurden pro Abschnitt jeweils gemittelt, fir vorne
auf 1 gesetzt und fur hinten relativ dazu.
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3.4 Isolation und Charakterisierung isolierter Enterozyten

3.4.1 Isolation verschiedener Enterozytenpopulationen

Mannliche Versuchstiere wurden mit Isofluran (Abbott) betdubt und durch zervikale
Dislokation getotet. Etwa 15 cm des hinteren Diinndarms wurden entnommen, mit warmer
physiologischer Kochsalz-Losung gespult und in warmem Transport-Puffer zur Laborbank
transportiert. Der Darm wurde am einen Ende mit Zwirn abgebunden, mit warmem
Isolationspuffer gefiillt und am anderen Ende ebenfalls abgebunden. Nach 7 min Inkubation
in Transportpuffer unter leichtem Schitteln bei 37 °C wurde der Darm leicht massiert,
geodffnet und der Inhalt als Fraktion 1 gesammelt. Dies wurde 6-mal wiederholt, sodass
insgesamt 7 Fraktionen an Enterozyten-Populationen gesammelt wurden. Die erste Fraktion
entspricht dabei den dltesten Zellen, die letzte Fraktion den jlingsten Zellen. Jede Fraktion
wurde unter dem Lichtmikroskop fotografiert. Die Zellen wurden 1-mal mit warmen
Assaypuffer gewaschen, bei 100 g 5 min abzentrifugiert und mit Lysispuffer 1 h auf Eis lysiert.
Um Zelldebris abzutrennen, wurde das Lysat 5min bei 10000g zentrifugiert. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 3.2.2.2) wurden jeweils 100 pg Gesamt-Protein
mittels LDS-PAGE und Westen Blot aufgetrennt (siehe 3.2.2.3 und 3.2.2.4) und hinsichtlich
der Expression von Transportern und Differenzierungmarkern charakterisiert.

3.4.2 Analyse der Transporteraktivitit mittels radioaktiver Substrate

Um die Transporteraktivitat in isolierten Enterozyten zu Uberpriifen wurden die Aufnahme
und der Efflux verschiedener Transporter-Substrate in die Enterozyten in Abhdngigkeit von
der Zeit untersucht. Dazu wurden frisch isolierte Enterozyten mit radioaktiv markierten
Transporter-Substraten inkubiert und anschlieend der intrazellulare Gehalt der Substrate
nach unterschiedlicher Inkubationsdauer gemessen. Als Vertreter der Efflux-Transporter
wurde Pgp ausgewadhlt. Das verwendete Substrat Digoxin ist ein klassisches Pgp-Substrat
Mayer et al., 1996. Da Digoxin aber auch durch Oatps aktiv in die Zelle aufgenommen
werden muss Noe et al., 1997, kénnen parallel Aufnahme durch Oatps und Efflux durch Pgp
untersucht werden. Als weitere Aufnahme-Transporter wurden als Vertreter der Peptid-
Transporter PepT1 und die Gruppe der neutralen Aminosaure-Transporter untersucht. Fir
PepT1l wurde als Substrat das Dipeptid Glycylsarcosin verwendet und fir die neutralen
Aminosaure-Transporter L-Leucin (Brandsch et al., 2008; Atluri et al., 2008).

Um den Anteil des aktiven Transportes vom Anteil der passiven Diffusion zu unterscheiden,
wurden die Aufnahmeversuche parallel bei 37 °C und bei 4 °C durchgefiihrt. Alle Transport-
Studien wurden unmittelbar nach der Isolation in einem Suspensions-Ansatz durchgefihrt.

Fir die Transportstudien wurden die Enterozyten wie in 3.4.1 beschrieben mit leichten
Abwandlungen isoliert. Der mit Isolationspuffer gefiillte Darm wurde zuerst fiir 15 min unter
leichtem Schitteln bei 37 °C inkubiert, leicht massiert und der Inhalt verworfen.
AnschlieBend erfolgte eine zweite 15 min(tige Inkubation mit Isolationspuffer, der Inhalt
jedoch vorsichtig in warmem Assaypuffer aufgenommen, geschwenkt und bei 100 g flr 5 min
abzentrifugiert. Dieser Wasch-Schritt wurde insgesamt 3-mal durchgefihrt. Anschliefend
wurden die Zellen in Assaypuffer aufgenommen, mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt und auf eine Dichte von 2*10° lebende Zellen/ml eingestellt.

Eine Zusammenfassung aller im Folgenden beschriebenen Isolationsprotokolle gibt Tabelle 9.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber die verschiedenen Protokolle zur Isolation der in den Versuchen verwendeten Enterozyten

Proteinexpression
entlang der
Villusachse

Aktivitdtsversuche
mit Digoxin

Aktivitdtsversuche
mit Glycylsarcosin

Transport von
Glycylsarcosin in
verschiedenen
Darmabschnitten

Aktivitdtsversuche
mit
Leucin

natriumabhangige
Inhibition des
Leucin-Transports

verwendeter
Darmabschnitt

isoliert in

Isolationszeit

Waschpuffer

Assaypuffer

30 cm distaler
Diinndarm

Isolations-puffer

1. 15 min (verworfen)

dann alle 7 min +
nach 90 min

OptiMEM
+2 % FCS
pH 7,4

30 cm distaler
Diinndarm

Isolationspuffer

1. 15 min (verworfen)

2. 15 min

OptiMEM
+2 % FCS
pH 7,4

OptiMEM
+2 % FCS
pH 7,4

30 cm distaler
Diinndarm

Isolationspuffer

1. 15 min (verworfen)

2. 15 min

OptiMEM
+2 % FCS
pH 7,4

OptiMEM
+2% FCS
pH6 und pH 7,4

gesamter Dinndarm,
daraus je 20 cm-
Abschnitte vorne,
mittig, hinten

Isolationspuffer

1. 15 min (verworfen)

2. 15 min

OptiMEM
+2 % FCS
pH 7,4

OptiMEM
+2% FCS
pH 6

30 cm distaler
Diinndarm

Isolationspuffer

1. 15 min (verworfen)

2. 15 min

natriumfreier
Assaypuffer

natriumfreier
Assaypuffer

30 cm distaler
Diinndarm

Isolationspuffer

1. 15 min
(verworfen)

2. 15 min

natriumhaltiger
Assaypuffer

natriumfreier und
natriumhaltiger
Assaypuffer
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3.4.21 Zeitabhdngiger Transport in Enterozyten

Fur jeden Zeitpunkt wurden jeweils 100 pl der isolierten Zellsuspension (entsprechend 2*10°
Zellen) als Doppelansatz in 0,5ml ReaktionsgefaRe uberfuhrt. [*H]-Digoxin wurde in
Assaypuffer auf 0,73 pM verdiinnt, [*H]-Glycylsarcosin auf 6,7nM und [*H]-Leucin auf
44,5 nM. Nach 5min Temperierung auf 37 bzw. 4°C wurden 150 pul entsprechend
temperierte Substrat-Lésung zu den Zellen gegeben, diese vorsichtig geschwenkt und bei 37
bzw. 4 °C inkubiert. Die finale Konzentration an [3H]—Digoxin betrug dann 0,44 uM, an [*H]-
Glycylsarcosin 4 nM und an [*H]-Leucin 26,7 nM, da die Substrate durch die Zellsuspension
weiter verdiinnt wurden. Nach 1 min, 5 min und 10 min wurden die Zellen fiir 10 s mit einer
Tischzentrifuge abgesponnen, 2-mal mit 200 ul eiskaltem Assaypuffer gewaschen und mit
200 pl Methanol aufgeschlossen. Anschliefend wurde des Zelllysat in Szintillations-Gefal3e
mit jeweils 3,5 ml Szintillationsflussigkeit Gberfluhrt, die Radioaktivitdit gemessen und der
Mittelwert aus den beiden Messwerten pro Zeitpunkt gebildet.

Da PepT1 zur Aktivitat einen Protonengradienten bendtigt (Brandsch et al., 2008), ist die
Transport-Aktivitat pH-abhangig. Daher wurden die Versuche mit Glycylsarcosin parallel bei
pH 6 und 7,4 durchgefihrt.

Um Transportvorgange durch evtl. ebenfalls im Darm vorhandene natriumabhangige
Aminosdure-Transporter zu verhindern, wurden die Versuche mit Leucin in natriumfreiem
Assaypuffer durchgefiihrt.

3.4.2.2 Konzentrationsabhangiger Transport in Enterozyten

Um die Transportgeschwindigkeit und die Affinitat von Digoxin, Glycylsarcosin und Leucin zu
den entsprechenden Transportern zu ermitteln, wurden die Aufnahmeversuche zu einem
Zeitpunkt mit unterschiedlichen Konzentrationen an Digoxin, Glycylsarcosin bzw. Leucin
durchgefiihrt. Dabei wurde ein Konzentrationsbereich von 0,1 - 100 uM fir Digoxin, 0,1 -
50 mM fur Glycylsarcosin und 0,1 - 100 mM fir Leucin gewahlt. Zur Herstellung der
unterschiedlich konzentrierten Digoxin-Losungen wurden 2,5 pM [*H]-Digoxin mit 97,5 uM
nicht markiertem Digoxin gemischt und aus dieser Losung Verdiinnungen in Assaypuffer
angesetzt. Dazu wurde zunachst nicht markiertes Digoxin als 10 mM Stock-Lésung in DMSO
angesetzt. Fir Glycylsarcosin wurden 0,6 uM [*H]-Glycylsarcosin mit 49,9994 mM nicht
markiertem Glycylsarcosin gemischt und aus dieser Lésung Verdinnungen in Assaypuffer
angesetzt. Nicht markiertes Glycylsarcosin wurde in Assaypuffer angesetzt. Alle Versuche mit
Glycylsarcosin wurden bei pH 6 durchgefihrt. Leucin wurde in einer Mischung aus
19,9999 mM nicht markierter Substanz und 0,09 uM radioaktiv markierter Substanz in
natriumfreiem Assaypuffer angesetzt und daraus entsprechende Verdiinnungen hergestellt.
Die Enterozyten wurden wie in 3.4.2.1 beschrieben fir 1 min (Digoxin) oder 5 min
(Glycylsarcosin und Leucin) bei 37 °C mit den verschiedenen Substrat-Losungen inkubiert. Als
Kontrolle fiir die Digoxin-Versuche diente DMSO in der am hochsten vorliegenden
Konzentration.

Berechnung der Transportgeschwindigkeit fiir Digoxin, Glycylsarcosin und Leucin

Die gemessenen DPM-Werte wurden zundachst in die molaren Konzentrationen
umgerechnet. Die erhaltenen Werte an intrazellularem [*H]-Substrat wurden dann auf die
Werte an intrazelluldar vorliegendem Gesamt-Substrat (*H- und nicht markiert)
hochgerechnet, die Transportrate berechnet und grafisch gegen die eingesetzte Menge an
Gesamt-Substrat aufgetragen. Die erhaltene Kurve wurde mit SigmaPlot 10.0 nach der
Michaelis-Menten-Gleichung berechnet:
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_ V. XC

V=
Ky ¢

Geschwindigkeit der Reaktion, z. B. (fmol/min/2*10” Zellen)

maximale Geschwindigkeit der Reaktion, z.B. (pmol/min/Z*lOb Zellen)

Konzentration an eingesetztem Substrat, z.B. (LM)

Konzentration an Substrat, die bei halomaximaler Reaktionsgeschwindigkeit vorliegt, z.B. (LM)

~0 <<
]

<

Berechnung der Substrat-Konzentration bei halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit (Ku)

Die Konzentration an Substrat, die fiir die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit bendtigt
wird (Ky, Michaelis-Menten-Konstante) wurde der berechneten Kurve entnommen.

3.4.2.3  Aufnahme von Glycylsarcosin in verschiedenen Darmabschnitten

Um den Einfluss der Expressionsstarke von PepT1 auf die Transportrate zu untersuchen,
wurden Enterozyten aus 3 Bereichen des Diinndarms (vorne, mittig, hinten) isoliert und die
Aufnahme von [*H]-Glycylsarcosin in die Zellen gemessen. Dazu wurde der gesamte
Dinndarm aus mannlichen Tieren entnommen. Nach der ersten 15-minitigen Inkubation in
Isolationspuffer wurde der Darm erneut gefillt und jeweils 30 cm-lange Abschnitte vorne, in
der Mitte und hinten mit Zwirn abgeschnirt und fir weitere 15 min inkubiert. Die folgende
Isolation der Zellen erfolgte wie in 3.4.1 beschrieben. Die Aufnahmeversuche mit [*H]-
Glycylsarcosin in die 3 Zellpopulationen erfolgten wie in 3.4.2.1 fiir jeweils 5 min bei pH 6.
Parallel wurden aus jeder Population Zelllysate gewonnen und im Western Blot auf die
Expression von PepT1 Uberprift.

3.4.3 Inhibitionsversuche mit isolierten Enterozyten

3.4.3.1 Inhibition des Digoxin-Transports

Digoxin wird, neben der passiven Diffusion, aktiv in die Zelle durch Oatps aufgenommen und
durch Pgp aktiv aus der Zelle heraus transportiert. Um diese sich Uberlagernden Prozesse
getrennt darstellen zu kdnnen, sollte der Efflux von Digoxin spezifisch inhibiert werden. Dazu
wurden zwei klassische Pgp-Inhibitoren, PSC-833 (Valspodar®) und Elacridar verwendet
Kankesan et al., 2006.

Nach lIsolation der Enterozyten (3.4.1) wurden diese fiir 5 min bei Raumtemperatur mit
verschiedenen Konzentrationen an PSC-833 und Elacridar vorinkubiert (0.5, 1, 3, 5 uM). Dazu
wurden aus einer 10 mM PSC-833 Stock-Losung entsprechende Verdinnungen in
Assaypuffer hergestellt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit DMSO in der am hoéchsten
vorliegenden Konzentration inkubiert, da die eingesetzten PSC-833 und Elacridar Stock-
Loésungen in DMSO angesetzt wurden. Anschlieend wurde analog zu 3.4.2.1 auf 37 °C
temperierte Digoxin-Losung, die PSC-833 bzw. Elacridar in der jeweiligen Konzentration
enthielt, zu den Zellen gegeben und die Zellen fiir 1 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend
wurden die Zellen 2-mal gewaschen, mit Methanol aufgeschlossen und die Radioaktivitat
gemessen. Mogliche zytotoxische Effekte der eingesetzten Inhibitoren wurden mit dem
Cytotox-ONE-Assay (Promega) Gberpriift.

32



Material und Methoden

|1Cso-Berechnung

Die Berechnung der Konzentration an PSC-833 und Elacridar, bei der der Transport um 50 %
inhibiert wird (ICsp) erfolgte nach nicht-linearer Regression durch SigmaPlot 10.0 nach unten
stehender Formel. Dazu wurden fir jeden Versuch die Messwerte der Kontrolle auf 1 gesetzt
und die Werte mit Inhibitor relativ dazu. Diese wurden dann grafisch gegen die eingesetzten
Inhibitor-Konzentrationen als Dosis-Wirkungs-Kurve aufgetragen.

Y — Y ) Ymax _Ymin
min X ) )
1+ (7)H|II-Stelgung
IC,,

Y konzentrationsabhangiger Effekt des Inhibitors
Y max maximaler Effekt des Inhibitors (=1)
Y min minimaler Effekt des Inhibitors
X Konzentration des Inhibitors (uM)
1Csp Konzentration des Inhibitors fiir halomaximalen Effekt (LM)
Hill-Steigung wird als 1 gesetzt

3.4.3.2 Inhibition des Glycylsarcosin-Transports

Um zu Uberprifen, ob Glycylsarcosin tatsachlich durch PepT1 transportiert wird, sollte der
Transport durch einen spezifischen Inhibitor flir PepT1, das Dipeptid Glycylglycin (Gly-Gly),
inhibiert werden. Als Kontrolle wurden zwei flir andere Transporter spezifische Inhibitoren
eingesetzt, lvermectin als Inhibitor fiir Pgp und Phenylalanin als Inhibitor fir Transporter von
neutralen Aminosauren. Die eingesetzte Konzentration von Gly-Gly und Phenylalanin betrug
15 mM und von Ivermectin 20 uM. Dazu wurden Inhibitor-Stock-Losungen angesetzt und in
Assaypuffer entsprechend verdinnt. In Vorversuchen wurde der inhibitorische Effekt von
Gly-Gly in den Konzentrationen 1 mM und 15 mM dUberprift. Da 1 mM Gly-Gly nur einen
schwachen Effekt zeigte, 15 mM hingegen einen starken, wurden in den Inhibitionsstudien
15 mM Gly-Gly eingesetzt. Ivermectin und Phenylalanin wurden in einer in der Literatur als
wirksam fir die entsprechenden Transporter angegebenen Konzentration eingesetzt (Atluri
et al., 2008; Lespine et al., 2006). Die isolierten Enterozyten wurden analog zu 3.4.2.1 5 min
mit den Inhibitoren vorinkubiert und anschlieRend 5 min mit 4 uM [*H]-Glycylsarcosin bei
37°C inkubiert. Als Kontrolle diente DMSO in der am hochsten vorliegenden Konzentration,
da die Ivermectin-Stock-L6ésung in DMSO angesetzt wurde. Der pH-Wert des Assaypuffers
betrug pH 6,0. Der Effekt der eingesetzten Inhibitoren wurde relativ zur Kontrolle als
prozentuale Inhibition berechnet.

3.4.3.3 Inhibition des Leucin-Transports

Die Inhibierbarkeit der [*H]-Leucin-Aufnahme wurde durch Zugabe des Kompetitors Alanin
Uberpruft. Als Positivkontrolle wurde ein Inhibitor des neutrale Aminosduren
transportierende Transporters LAT2, BCH (2-Aminobicyclo-(2,2,1)-Heptan-2-Carboxylsaure,
Christensen, 1990) verwendet, als Negativkontrolle das Dipeptid Gly-Gly. Zur Selbstinhibition
wurde radioaktiv nicht markiertes Leucin eingesetzt. Alle Inhibitoren wurden in einer
Konzentration von 5 mM verwendet, da die Loslichkeitsgrenze einiger Inhibitoren bei dieser
Konzentration erreicht war. Die Zellen wurden analog zu 3.4.2.1 0,5 min mit den Inhibitoren
vorinkubiert und dann 5min mit [°H]-Leucin in Anwesenheit der Inhibitoren bei 37 °C
inkubiert. Die Versuche wurden bei pH 7,4 durchgefiihrt. Um die Natriumabhadngigkeit des
Leucin-Transports zu Uberprifen und die Aktivitdit evtl. vorhandener weiterer
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natriumabhangiger Transporter darzustellen wurden die Versuche parallel in natriumfreiem
und natriumhaltigem Assaypuffer durchgefuhrt. Der Effekt der eingesetzten Inhibitoren
wurde relativ zur Kontrolle (ohne Inhibitor) berechnet.

3.4.4 Caspase-Assay

Der Caspase-Assay diente dazu, die Vitalitdt der Enterozyten zu Uberprifen, in dem die
Aktivitat von Caspasen, die zum Apoptosemechanismus gehoren, vermessen wird.

Die Apoptose-Aktivitdit wurde zu Beginn einer neuen Versuchsreihe mit dem Apo—ONE®
Homogenous Caspase-3/7 Assay-Kit (Promega) Uberprift. Mit diesem Assay kann die
Aktivitat von in den Proben vorhandener Caspase-3 und -7 gemessen werden. Dazu wurden
die Zellen mit einem Substrat fir Capasen (DEVD), welches an den Fluoreszenzfarbstoff
Rhodamin 110 gekoppelt ist, inkubiert. Dieser Substrat-Rhodamin-Komplex ist nicht
fluoreszierend. Die vorhandenen Caspasen spalten DEVD vom Rhodamin 110 ab, was zu
einem Anstieg der Fluoreszenz fiihrt. Dabei ist dieser Anstieg proportional zur Aktivitat der
vorhandenen Capasen-3 und -7. Die Durchfihrung des Assay erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Die Zellen wurden auf 40000 bzw. 20000 Zellen/ml verdinnt und jeweils 50 pl
auf schwarze 96 well Platten in Doppelbestimmung pipettiert. Zu den Zellen wurden 50 pl
des Assayreagenz gegeben und fir 30 min bei RT unter Schitteln inkubiert. AnschlieBend
wurde die Fluoreszenz im Genios Plattenreader (Ex. 485 nm/Em. 535 nm) detektiert. Ein
Caspasewert unterhalb von 1000 RFE (relativen Fluoreszenzeinheiten) wurde als akzeptabel
angesehen.

3.5 Transportstudien mit Caco-2-Zellen

Da Transportstudien mit isolierten Enterozyten im Suspensionsassay durchgefiihrt werden
mussen, lassen sie keine Aussagen darliber zu, ob die Substanz an der apikalen oder
basolateralen Membran in die Zelle aufgenommen wird. Daher wurden die Transportstudien
mit Digoxin, Glycylsarcosin und Leucin auch mit der Darmkrebszelllinie Caco-2 durchgefiihrt,
um die in Enterozyten vermutete Richtung des Substrattransportes zu verifizieren. Die Caco-
2-Zellen wurden dafiir auf permeablen Membranfiltereinsatzen (Transwell®—PIatten)
kultiviert, die eine getrennte Analyse des Substrattransportes Uber die apikale bzw.
basolaterale Zellmembran zulassen. Die Versuche wurden in der Bayer Schering Pharma AG
durchgefihrt.

Caco-2-Zellen (ACC 169 _P17) wurden in der Passage 5 verwendet. Die Zellen wurden in einer
Dichte von 1,5 * 10°/Filter in 12 Well-Transwell-Platten ausgesat und nach 14 Tagen, bei
Vorliegen eines dichten Monolayers, in den Versuchen eingesetzt. Die Zellen wurden in
dieser Zeit in einer Atmosphadre von 5% CO,, bei einer relativen Feuchtigkeit von 90 % bei
37 °C kultiviert und 3-mal wéchentlich mit Zellkulturmedium gefittert.

Die Integritat des Monolayers wurde durch Messen des transepithelialen elektrischen
Widerstandes (TEER) bestimmt. Der TEER gilt als Mal fiir die Dichtigkeit der tight junctions
des Monolayers, da der lonenfluss durch die Zellmembran im Vergleich mit jenem durch die
tight junctions sehr gering ausfallt (Artursson et al., 1996). Der TEER wurde mit Hilfe eines
sog. chop stick-Voltohmmeters nach folgender Formel berechnet (Tavelin et al., 2002):

x Flache

—Messwert ... )

Filter

TEER [Q X sz} = (Messwert

Monolayer

Der Teer-Wert wurde vor Beginn eines Versuches in jeden Filter im warmen Kulturmedium
gemessen und betrug zwischen 300 und 370 Q x cm’. Diese Werte lagen im Bereich der im
Labor fiir diese Passage Ublichen Werte.
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Die Transportversuche wurden fir jede Substanz in beiden Richtungen durchgefihrt d. h.,
durch Inkubation der apikalen Seite des Monolayers mit Substrat der Transport von apikal
nach basolateral bestimmt und durch Inkubation der basolateralen Seite des Monolayers mit
Substrat der Transport von basolateral nach apikal.

Da neben den natriumunabhdngigen Aminosdure-Transportern auch natriumabhangige
Aminosdure-Transporter in der Zellmembran exprimiert werden, wurden die Versuche mit
Leucin mit natriumfreiem und natriumhaltigem Puffer durchgefiihrt. In den Versuchen mit
Glycylsarcosin wurde die Protonenabhdngigkeit der PepT1-Aktivitat Gberprift, in dem in der
Halfte der Versuche der pH-Wert des apikalen Puffers auf pH 6 gesenkt wurde. In der
anderen Halfte wurde der pH-Wert bei pH 7,4 belassen. Der pH-Wert im basolateralen
Kompartiment betrug immer pH 7,4. Um die Spezifitat der beobachteten Transportprozesse
weiter zu Uberprifen, wurden die Versuche auch in Anwesenheit der z. T. bereits bei den
isolierten Enterozyten verwendeten Inhibitoren Gly-Gly fiir PepT1 und Phenylalanin und BCH
fur neutrale Aminosaure-Transporter durchgefihrt.

Als Testsubstanzen wurden [3H]—Glycylsarcosin und [*H]-Leucin eingesetzt. Als
Referenzsubstanzen dienten [3H]—Digoxin als Pgp-Substrat und [*H]-Clonidin als
hochpermeable Substanz. In den Versuchen mit Inhibitor wurde dem Assaypuffer zusatzlich
15 mM Gly-Gly bei Transport von [*H]-Glycylsarcosin und 15 mM Phenylalanin oder 5 mM
BCH bei Transport von [’H]-Leucin zugesetzt. Dieser wurde nur in das jeweilige
Donorkompartiment gegeben. Das Akzeptorkompartiment enthielt kein Inhibitor. Alle
Versuche wurden im Doppelansatz durchgefiihrt. Die Proben wurden jeweils in
Szintillationsréhrchen Gberfiihrt, mit 3,5 ml SzintillationsfllUssigkeit versetzt und im
Szintillationszahler vermessen.

Fir die Transportversuche wurden zuerst 100x-Stockldsungen der [*H]-markierten
Substanzen nach folgendem Schema in Assaypuffer hergestellt und diese dann final 1:100
mit Assaypuffer verdinnt. Bis auf Digoxin wurden die Stockldsungen aus [*H]-radioaktiv und
nicht markierter Substanz hergestellt:

Substanz Konzentration im davon Verdiinnung in  Konzentration
100x-Stock in markierte Assaypuffer im Ansatz
Assaypuffer (WuM)  Substanz (uM) (M)
Digoxin 4 4 1:100 0,04
Clonidin 1000 0,006 1:100 10
Glycylsarcosin 10000 0,07 1:100 100
Leucin 10000 0,02 1:100 100

Die Filter wurden zundchst 2-mal mit warmen Assaypuffer gewaschen, dann beide
Kompartimente mit Assaypuffer (apikal 0,5 ml und basolateral 1,5 ml) versetzt und 5 - 10 min
bei 37 °C equilibriert. Dann wurde der Puffer im Donorkompartiment gegen substanzhaltigen
Assaypuffer ausgetauscht (apikal 600 ul bzw. basolateral 1,6 ml) und die Platten 5 min bei
37 °C inkubiert. Anschlielend wurde der Puffer im Akzeptorkompartiment durch frischen
Puffer ersetzt (apikal 500 ul bzw. basolateral 1,5 ml). Zur Bestimmung der im Versuch
eingesetzten Substratkonzentration wurde ein 100 pl-Aliquot des substanzhaltigen
Assaypuffers entnommen (TL) und die Inkubationszeit gestartet. Nach 120 min wurde ein
Aliquot aus dem Akzeptorkompartiment entnommen (t120 azeptor) Und vermessen (300 ul im
apikalen bzw. 1000 pl im basolateralen Kompartiment). Zur Uberpriifung der Stabilitat der
Testsubstanz (t,) wurde parallel ein 100 pl-Aliquot aus dem Donorkompartiment
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entnommen. Die Zellen wurden anschlieBend 2-mal mit warmen PBS gewaschen, mit 200 pl
Trypsin/EDTA fur 10 - 15 min bei 37 °C vom Filter abgelést und ebenfalls vermessen. Im

Folgenden ist das Pipettierschema noch mal in der Ubersicht dargestellt:

apikal - basolateral basolateral - apikal

Kompartiment enthommenes Kompartiment enthommenes

Volumen (ul) Volumen (ul)
10 bonor apikal 100 basolateral 100
t, apikal 100 basolateral 100
t120 Akzeptor basolateral 1000 apikal 300
Zellen Filter 200 Filter 200
TL - 100 - 100

Berechnung der apparenten Permeation (P,p,) der untersuchten Substanzen

Das Massentransport/Zeit-Profil einer Substanz tiber die Zellmembran gibt Auskunft dartber
wie permeabel die Membran fir diese Substanz ist. Als Parameter dafiir und damit fir das
Absorptionsverhalten der Substanz gilt der apparente Permeationskoeffizient (Papp). Er
berechnet sich nach folgender Formel (Artursson et al., 1996):

dc v
dt A-c,
Papp apparenter Permeationskoeffizient (nm/s)
dc/dt Substanzfluss tiber den Monolayer (dpm ml™ s™). Entspricht der Steigung des
kumulierten Substanztransports iber den Monolayer
Va Volumen im Akzeptorkompartiment (ml)
A Fliche des Zellmonolayers (cm?)
Co Ausgangskonzentration der Substanz im Donorkompartiment (dpm/ml)

Der Papp-Wert wurde fir jede Substanz jeweils fiur den Transport vom apikalen zum
basolateralen Kompartiment (Papp as) Und vom basolateralen zum apikalen Kompartiment
(Papp 8a) berechnet. Die Permeabilitdt der Substanzen wurde subjektiv nach folgender
Einteilung bewertet:

0-30nm/s geringe Permeabilitat
30-100 nm/s moderate Permeabilitat
> 100 nm/s gute Permeabilitat
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4 Ergebnisse

Intestinale Transporter spielen fir die Bioverfiigbarkeit vieler oral verabreichter Arzneistoffe
sowie die intestinale Elimination eine wichtige Rolle, in dem sie diese als Aufnahme-
Transporter aktiv in die Enterozyten aufnehmen oder als Efflux-Transporter aus den Zellen
heraus transportieren. Gleichzeitig konnen sie auch an Wirkstoff-Wirkstoff-Interaktionen
beteiligt sein, wenn mehrere Arzneimittel, die Substrate fir Transporter sind, zusammen
verabreicht werden (Takano et al., 2006). Kenntnisse Uber das Vorkommen klinisch
relevanter Transporter im Darm und die Funktion und Aktivitat dieser Transporter sind daher
fur die Entwicklung von oral zu verabreichenden Arzneistoffen unerldsslich. Dabei liefern
Expressions-Studien zum einen die notwendigen Informationen, um die Aktivitdt eines
Transporters in Bezug zur Starke seines Vorkommens setzen zu kénnen; zum anderen geben
sie Einblick in das Vorkommen und Ausmald von inter- und intraindividuellen Variationen der
Transporter-Expression, die gerade fiir die klinische Pharmakotherapie besonders wichtig
sind (Takano et al., 2006). Aktivitats-Studien ermoglichen es, neue Wirkstoffe als
Transportersubstrate zu identifizieren oder Wirkstoff-Wirkstoff-Interaktionen zu erkennen
oder den modulierenden Einfluss von Substanzen auf die Transporter-Aktivitat zu messen.

In den folgenden Versuchen wurde daher zundchst das Expressionsmuster verschiedener
klinisch relevanter Aufnahme- und Efflux-Transporter auf mRNA- und Protein-Ebene
bestimmt. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die in vivo-Relevanz der lokalen
Transporter-Expression Uberprift, in dem Absorptions-Studien mit Transporter-Substraten
an Orten hoher und niedriger Transporter-Expression im Darm durchgefiihrt wurden. Die
funktionelle Charakterisierung der Transporter-Aktivitat auf zelluldarer Ebene erfolgte dann
mit frisch isolierten Enterozyten, deren Transportaktivitdit mit der von Caco-2-Zellen
verglichen wurde.

4.1 Expressionsanalyse von Efflux- und Aufnahme-
Transportern in der Mukosa

4.1.1 Expression der Transporter-mRNA

Die Expressionsanalyse der drei wichtigsten apikalen Efflux-Transporter im Darm, pgp, bcrp
und mrp2, sowie der fir die Aufnahme vieler Xenobiotika bedeutsamen Aufnahme-
Transporter oatpla4, 1a5 und 2b1l wurde zundchst auf mRNA-Ebene durchgefiihrt. Fir die
Analyse wurden unterschiedliche Darmabschnitte -Duodenum, Jejunum, lleum und Colon-
von mannlichen Ratten verwendet und die Transporter-Expression in diesen Abschnitten
miteinander verglichen. Um eine Aussage Uber die Veranderung der Expression mit
zunehmendem Lebensalter treffen zu kénnen, wurde dariiber hinaus die mRNA-Expression
der Efflux-Transporter zwischen ,,normal” erwachsenen Tieren und ,alten” Tieren verglichen.
Diese Gruppen wurden durch Tiere unterschiedlichen Koérpergewichtes reprasentiert
,nhormal“ und ,schwer”). Das Gewicht der Versuchstiere korreliert unter
Standardbedingungen mit dem Alter und kann daher als Mall fir das Lebensalter
herangezogen werden.

Alle verwendeten Primer wurden mit Hilfe des Nucleotide Basic Local Alignment Search Tools
(BLASTn, NCBI) auf die spezifische Ubereinstimmung mit der Zielsequenz des
entsprechenden Gens Uberprift, um die Amplifizierung anderer Gensequenzen
auszuschlief3en.
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Abbildung 11 zeigt stellvertretend den Verlauf einer quantitativen real-time Reverse
Transkriptase-PCR (qRT-PCR) im LightCycler fiir 2 Tiere fuir oatp2b1. Im oberen Fenster ist der
Temperaturverlauf der Reaktion mit den einzelnen Amplifizierungszyklen dargestellt. Im
unteren Fenster sieht man die Fluoreszenzzunahme mit steigender Zykluszahl. Der
verwendete Farbstoff SYBR Green | interkaliert in die sich bildende doppelstrangige DNA was
mit einer starken Zunahme der Fluoreszenz verbunden ist. Die Abbildung zeigt, dass cDNA
von oatp2b1l in den Proben der verschiedenen Darmabschnitte vorhanden war und mit Hilfe
der spezifischen Primer amplifiziert worden ist. Entsprechend konnte auch die
Fluoreszenzzunahme fir mdrla, mdrlb, bcrp, mrp2, oatpla5 und villin in den Proben der
Darmabschnitte gemessen werden.

+ LightCycler Data Analysis (cml), - [2b1; F1; Ampiification seg 3]
i

Quantestion|_beting Curv

3 \ g . | . | . | . | ! | ! ! .
00000 000712 0071424 0:21:36 0028:48 003600 0:4312 005024 005736
Time (fumin:sec)

= Fluorescenes Acquistion

Cyoles.

Abbildung 11: Darstellung der wahrend einer qRT-PCR vom Detektor in den Proben gemessenen Fluoreszenz in Abhangigkeit von der
Zykluszahl fir die Amplifizierung von oatp2bl in verschiedenen Darmabschnitten von zwei Versuchstieren.

Aus der Fluoreszenzzunahme wurde dann mittels der Software der sog. Crossing Point fur
jede Probe berechnet, also die Zykluszahl, bei der das Fluoreszenzsignal (iber das
Hintergrundrauschen ansteigt. Dies stellt den eigentlichen Messwert dar (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Von der Software berechnete Crossing Points fir Proben aus verschiedenen Darmabschnitten von zwei Versuchstieren fiir
oatp2bl.
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Abbildung 13 zeigt stellvertretend die Schmelzkurven der amplifizierten Transporter-cDNA
flr oatp2bl aus der LightCycler Software von zwei Tieren, die im Anschluss an jede PCR-
Reaktion automatisch generiert werden. Jedes Primer/cDNA-Paar besitzt eine spezifische
Schmelztemperatur, bei der sich die beiden Nukleinsdure-Strange trennen. Diese ist im
Fluoreszenz-Temperatur-Diagramm als plotzlicher Abfall der Fluoreszenz sichtbar. Nach
Anlegen eines Algorithmus durch die Software ergibt die Schmelzkurve einen einzelnen Peak
bei der entsprechenden Schmelztemperatur (Abbildung 13 unten). Bei einer zusatzlichen
unspezifischen Bindung des Primers an andere Sequenzen ist diese auf Grund einer
unvollstdandigen Basen-Homologie in der Regel nicht so stabil, die Schmelztemperatur ist
daher niedriger. Im Diagramm erscheinen dann 2 Peaks. Daher ladsst die Schmelzkurven-
Analyse Aussagen Uber die Spezifitat der Primer/cDNA-Bindung zu.

% LightCycler Data Analysis (cml) - [Melting Curves: 251; F1; Melting curve seg 3]

[+ Curves Repart Window Help EES
Step T: Meling Peaks | Step 2 Pesk Areas | Evtia Manual Tr |

Digit Fiter Analysie Notes

¥ Encble

Abbildung 13: Schmelzkurven-Darstellung der LightCycler-Software fiir die amplifizierte cDNA von oatp2bl aus verschiedenen
Darmabschnitten von zwei Versuchstieren.

Die PCR-Produkte wurden nach erfolgter Amplifizierung in Agarose-Gelen nach ihrer Grof3e
aufgetrennt und ergaben einzelne Banden in der erwarteten GroRe (Abbildung 14).

Duo Je Ile Col Duo Je Ile Col

mdrla
202 bp

berp
224 bp

villin
201 bp

oatpla4 oatp2b1

196 bp 200 Duodenum 117 bp
100

Abbildung 14: Agarose-Gele mit amplifizierten PCR-Produkten aus einem reprédsentativen LightCycler-Lauf fiir mdrla, mdrlb, bcrp, mrp2,
oatpla4, oatpla5, oatp2bl und villin.
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Expression der pgp-, bcrp- und mrp2-mRNA

Bei Nagetieren tritt Pgp in 2 Isoformen auf, mdrla und mdrlb. Beide Isoformen wurden in
den Proben quantifiziert. Wie aus Abbildung 15 erkennbar, steigt die Expression von mdrla
in beiden Altersgruppen im Darm kontinuierlich von proximal nach distal an. Bei den
normalgewichtigen Tieren war der Expressionsanstieg im Colon 4,8-fach gegeniiber dem
Duodenum. Einen deutlich starkeren Expressionsanstieg konnte bei den schweren Tieren
beobachtet werden. Im Colon war die Expression von mdrla 15,8-fach stdarker als im
Duodenum. Mdrlb war deutlich schwacher exprimiert als mdrla. Um mit dem RT-PCR-Gerat
messbare Signale zu erzielen, musste 4-mal so viel cDNA fiir mdrlb als fir mdrla eingesetzt
werden. Mdrlb zeigte in beiden Gruppen einen dhnlichen Expressions-Verlauf; der maximale
Expressionsanstieg betrug bei den schweren Tieren 1,4, bei den normalgewichtigen Tieren
1,2.

Die Bcrp-Expression folgte in beiden Gruppen einem bogenférmigen Verlauf mit einem
Anstieg entlang des Dinndarms und einem folgenden Abfall im Colon (Abbildung 16). Wie
bei mdrla war der relative Expressionsanstieg in der schweren Gruppe mit 3,7 starker als in
der normalgewichtigen Gruppe (2,7-facher Anstieg), insgesamt jedoch aber schwacher als
bei Pgp.

Mrp2 zeigte im Gegensatz zu Pgp und Bcrp eine kontinuierliche Abnahme der Expression
entlang des Darms (Abbildung 17). Die Expressionsabnahme war in der normalgewichtigen
Gruppe starker als in den schwergewichtigen Tieren; in Colon der normalgewichtigen Gruppe
konnte nahezu keine mRNA mehr nachgewiesen werden. Aber auch bei den schweren Tieren
konnte im Colon nur noch 1% der Menge an mRNA die im Duodenum detektiert werden
konnte, nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: Relative mRNA-Expression von mdrla und mdrlb in ausgewdhlten Darmabschnitten von normal- und schwergewichtigen
mannlichen Ratten. Dargestellt sind die Mittelwerte iStandardfehler. Die mRNA-Expression wurde auf die Expression von villin normalisiert.
Die Expressionsintensitdt im Duodenum wurde auf 1 gesetzt und die Intensitdten der anderen Abschnitte relativ dazu. n= 4-6.
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Abbildung 16: Relative mRNA-Expression von bcrp in ausgewdhlten Darmabschnitten von normal- und schwergewichtigen mannlichen
Ratten. Dargestellt sind die MittelwerteiStandardfehler aus 4 - 6 unabhangigen Experimenten. Die mRNA-Expression wurde auf die
Expression von villin normalisiert. Die Expressionsintensitdt im Duodenum wurde auf 1 gesetzt und die Intensitaten der anderen Abschnitte
relativ dazu.
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Abbildung 17: Relative mRNA-Expression von mrp2 in ausgewdhlten Darmabschnitten von normal- und schwergewichtigen mannlichen
Ratten. Dargestellt sind die MittelwerteiStandardfehler aus 4 - 6 unabhangigen Experimenten. Die mRNA-Expression wurde auf die
Expression von villin normalisiert. Die Expressionsintensitdt im Duodenum wurde auf 1 gesetzt und die Intensitdten der anderen Abschnitte
relativ dazu.

Expression der oatpla4-, 1a5- und 2b1-mRNA

Zur Uberpriifung des Expressionsverhalten von Aufnahme-Transportern, wurden beispielhaft
Vertreter der oatp Familie auf ihre mRNA-Expression hin analysiert. Sowohl von oatp 1a5 als
auch von oatp 2b1l ist bereits bekannt, dass diese im Darm exprimiert sind (Uno, 2009;
Walters, 2000). Fir Oatp 1la4 konnte bisher hingegen noch keine Expression im Darm
nachgewiesen werden. Die Analyse der mRNA-Expression wurde wie bereits im
vorhergehenden Abschnitt beschrieben mittels quantitativer real-time RT-PCR durchgefihrt.
Die Expressionsuntersuchung wurde mit Darmproben aus den unterschiedlichen
Darmregionen von normalgewichtigen Ratten durchgefiihrt. Als Positivkontrolle dienten
Gewebeproben von Leber und Hoden. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 18
zusammengefasst.

Wie aus der Abbildung hervorgeht konnte sowohl oatpla5 als auch oatp2bl in den
Mukosaproben nachgewiesen werden. Wie erwartet konnte keine oatpla4-mRNA detektiert
werden. Allerdings war oatpla4 sowohl in der Leber als auch im Hoden nachweisbar (Daten
nicht gezeigt). Die Expression von oatpla5 zeigte dhnlich wie bcrp (siehe vorhergehender

41



Ergebnisse

Abschnitt) einen bogenformigen Verlauf, mit einem Anstieg entlang des Dinndarms und
einem Abfall im Colon. Im Hoden als Positivkontrolle war oatpla5 starker exprimiert als im
Darm.

Im Gegensatz zu oatpla5, zeigte oatp2bl einen kontinuierlichen Expressionsanstieg entlang
des Darms, der im Verlauf mit dem von mdrla vergleichbar war (Abbildung 18); oatp2b1 war
ebenfalls in der Leber nachweisbar.
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Abbildung 18: Relative mRNA-Expression von oatp 1a5 und 2bl in ausgewdhlten Darmabschnitten von normalgewichtigen mannlichen
Ratten. Dargestellt ist der Mittelwert iStandardfehler. Die mRNA-Expression wurde auf die Expression von villin normalisiert. Die
Expressions-Intensitat im Duodenum wurde auf 1 gesetzt und die Intensitaten der anderen Abschnitte relativ dazu. n=6 fur oatp 1a5 und
n=9 fir oatp 2b1.

4.1.2 Expression der Transport-Proteine

Expression in ausgewdhlten Darmabschnitten

Um zu Uberprifen inwieweit die mRNA-Expression mit der Protein-Expression der
Transporter korreliert, wurde zusatzlich zur mRNA- eine Protein-Expressionsanalyse fir die
drei Efflux-Transporter Pgp, Bcrp und Mrp2 im Duodenum, Jejunum, lleum und Colon mit
Hilfe von Western Blot-Analysen durchgefiihrt. Versuche zur Detektion der Aufnahme-
Transporter Oatplad4 und 1a5 sowie PepTl und LAT2 konnten keinen Nachweis dieser
Transporter erbringen.

Alle Untersuchungen wurden mit Darmproben von normalgewichtigen mannlichen Tieren
durchgefiihrt. Um den Einfluss des Geschlechtes auf die Expression der Transport-Proteine
bestimmen zu koénnen, wurde die Analyse der Efflux-Transporter-Expression auch mit
Darmproben von weiblichen Tieren durchgefihrt.

Zur Western Blot-Analyse wurden die Darmproben von jeweils 3-4 Tieren wir im Abschnitt
3.2.2 beschrieben aufgearbeitet und mittels Gelelektrophorese und anschieBendem Western
Blot hinsichtlich der Efflux-Transporterproteine Pgp, Bcrp und Mrp2 analysiert. Die
immunreaktiven Banden wurden densitometrisch ausgewertet, auf die entsprechende
Villinbande normalisiert und die relative Verteilung gegen die Expressionsintensitat im
Duodenum berechnet.

Abbildung 19 und Abbildung 20 zeigen zusammenfassend die Ergebnisse. Daraus geht
hervor, dass das Transporterprotein-Expressionsmuster entlang des Darms bei den
mannlichen Tieren mit dem entsprechenden mRNA-Expressionsprofil Gbereinstimmt (siehe
4.1.1). Pgp zeigt bei diesen sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene einen
kontinuierlichen Anstieg der Expression entlang des Darms. Fir Bcrp war ein bogenférmiger
Expressionsverlauf zu beobachten, mit einem maximalen Anstieg um das Dreifache
gegeniber der Expression im Duodenum. Fiir Mrp2 war zwar, wie auch schon auf mRNA-
Ebene dargestellt, eine kontinuierliche Abnahme der Protein-Expression von proximal nach
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distal zu beobachten, allerdings war diese nicht so stark ausgepragt wie auf mRNA-Ebene.
Wahrend die Mrp2-mRNA im Colon fast nicht mehr nachweisbar war, konnten immerhin
noch 38 % Protein im Vergleich zum Duodenum mannlicher Tiere nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Relative Protein-Expression von Pgp und Bcrp in ausgewdhlten Darmabschnitten von normalgewichtigen méannlichen und
weiblichen Ratten. Dargestellt sind die Mittelwerte = Standardabweichung aus 3- 4 unabhdngigen Experimenten. Die Protein-Expression
wurde auf die Expression von Villin normalisiert. Die Expressions-Intensitdt im Duodenum wurde auf 1 gesetzt und die Intensitaten der
anderen Abschnitte relativ dazu.
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Abbildung 20: Relative Protein-Expression von Mrp2 in ausgewdhlten Darmabschnitten von normalgewichtigen ménnlichen und
weiblichen Ratten. Dargestellt sind die Mittelwerte iStandardabweichung aus 3-4 unabhéngigen Experimenten. Die Protein-Expression
wurde auf die Expression von Villin normalisiert. Die Expressions-Intensitat im Duodenum wurde auf 1 gesetzt und die Intensitdten der
anderen Abschnitte relativ dazu.

Vergleicht man die Protein-Expressionsprofile von Mdnnchen und Weibchen, zeigt sich bei
beiden ein Ubereinstimmendes Expressionsmuster fur alle drei Transporter. Die Amplitude
der Expressionsveranderung war aber z. T. zwischen beiden Geschlechtern unterschiedlich.
So war bei Pgp bei Weibchen der relative Anstieg der Expression von Duodenum zum
Jejunum deutlich starker ausgepragt als bei Mannchen. Auch bei Mrp2 war die relative
Protein-Expression im Jejunum von weiblichen Tieren deutlich héher als bei mannlichen
Tieren und bei Bcrp war die relative Protein-Expression im Jejunum und lleum in den
Weibchen deutlich héher als in den Mannchen.

Expression entlang des gesamten Darms

Die zum Teil grolRe interindividuelle Variabilitdt der Protein-Expression in ausgewadhlten
Darmabschnitten fuhrte zu folgenden Fragen:

1 Ist die Expression in einem kleinen Darm-Abschnitt Ubertragbar auf andere,
benachbarte wie weiter entfernt liegende Bereiche des Darms?
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2 Wie groR ist die intraindividuelle Variabilitat der Expression?
3 Ist die inter- und intraindividuelle Variabilitat in beiden Geschlechtern gleich?

Diese Fragen sollten beantwortet werden, indem die Protein-Expression im gesamten Diinn-
und Dickdarm in aufeinanderfolgenden 3 cm-Abschnitten stellvertretend fur die Efflux-
Transporter quantifiziert wurde, da die Detektion der Aufnahmetransporter keine
auswertbaren Banden ergab. Die Analyse der Proteinexpression wurde wie in Abschnitt 3.2.2
beschrieben durchgefiihrt. Abbildung 21 zeigt exemplarisch einen typischen Western Blot
der Mukosa, in dem Pgp, Bcrp, Mrp2 und Villin entlang des gesamten Darms detektiert
wurden.

Wie anhand der Abbildung der Immunoblots ersichtlich ist, waren in allen Darmproben
immunreaktive Banden detektierbar, die aufgrund ihrer GroRe den entsprechenden
Proteinen zugeordnet werden konnten. Pgp wurde im Molekulargewichtsbereich von 140
kDa detektiert, Mrp2 im Molekulargewichtsbereich von 190 kDa und Bcrp als monomere
Form im Molekulargewichtsbereich von 72 kDa. Das Referenzprotein Villin war bei 95 kDa
detektierbar.
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Abbildung 21: Reprasentativer Western Blot von Pgp, Bcrp, Mrp2 und Villin aus der Mukosa mannlicher Ratten. Dargestellt sind die
aufeinander folgenden Proben des gesamten Diinndarms und Colons. Aufgetragen wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein.

In Abbildung 22 sind die relativen Expressionsprofile der Efflux-Transporter Pgp, Bcrp und
Mp2 entlang des gesamten Darms von je drei mannlichen und weiblichen Ratten dargestellt.
Fir die Expressionsanalysen wurde die normalisierte Intensitdit des Segments mit der
schwachsten Signal-Intensitat flr jeden Transporter auf 1 gesetzt und alle anderen
Intensitaten relativ dazu.

Das Expressionsmuster, dass mit Hilfe weniger ausgewahlter Darmabschnitte gewonnen
wurde (siehe vorheriger Abschnitt Abbildung 19 und Abbildung 20), konnte mit dieser
Mikroauflosung in etwa bestatigt werden. Jedoch zeigten sich sehr grofle inter- und
intraindividuelle Variabilitdten in der Expression bei allen drei untersuchten Transportern
sowohl fir mannliche als auch fir weibliche Tiere. Dabei war die interindividuelle Variabilitat
weder flr die einzelnen Transporter gleich stark entlang des Darms ausgepragt, noch
vergleichbar zwischen Mannchen und Weibchen in Bezug auf denselben Transporter, noch
gleich fur die verschiedenen Transporter innerhalb desselben Geschlechts.

Die intraindividuelle Variabilitdt war ebenfalls recht heterogen. Einige Tiere zeigten ein eher
oszillierendes Expressionsmuster mit Spitzen und Tadlern, andere zeigten extrem hohe
Amplituden der Expression fliir einen Transporter, dafiir aber ein relativ gleichmaRiges
Muster bei den anderen Transportern. Das AusmaR der intraindividuellen Variabilitat war
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zum Teil genauso groB wie das der interindividuellen (z.B. fiir Pgp bei den mannlichen
Tieren).

Fir Pgp konnte ein Anstieg der Expression entlang des Darms nur bei den mannlichen Tieren
beobachtet werden (Abbildung 22), die jedoch mit einer Zunahme der Variabilitat distalwarts
verbunden war. Bei den weiblichen Tieren war die Expression variabler, ohne einen klaren
Trend und von geringerem relativem Anstieg als bei den Mannchen.

Bcrp zeigte in beiden Geschlechtern einen bogenformigen Expressionsverlauf. Das Muster
war in den mannlichen Tieren viel gleichmaRiger als in den Weibchen. Diese Heterogenitat
bei den weiblichen Tieren spiegelt sich auch in der hohen distalen interindividuellen
Variabilitat wider. Im Gegensatz zu Pgp war der maximale Anstieg der Expression bei den
Weibchen hoher als den Mannchen (Abbildung 22).

Die Abnahme der Mrp2-Expression entlang des Darms konnte in beiden Geschlechtern
beobachtet werden. Sie war aber bei den Weibchen starker ausgepragt, obwohl hier bei
jenen die Variabilitat gerade im vorderen Bereich des Darms besonders grol? war. Einige der
weiblichen Tiere zeigten sogar einen Expressionspeak im vorderen bis mittleren Jejunum
(Abbildung 22).

Detaillierte Untersuchungen der Daten durch eine mathematische Arbeitsgruppe um Prof.
Dr. W. Huisinga ergaben, dass geschlechterspezifische Expressionsunterschiede fir Pgp
beobachtet werden konnten, wo die Expression im Duodenum in den mannlichen Tieren
gegeniber den Weibchen signifikant erhéht war, und ebenso flir Mrp2, wo die Expression
bei den Weibchen im vorderen/mittleren Jejunum signifikant erhéht war.
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Abbildung 22: Densitometrische Analyse von Western Blots von Pgp, Bcrp und Mrp2 entlang des gesamten Darms von mdnnlichen und
weiblichen Tieren. Die Transporter-Expression wurde auf die Expression von Villin normalisiert. Die ersten drei Proben wurden als
Duodenum definiert, die letzte Probe vor dem Caecum als lleum, alle Proben zwischen Duodenum und Illeum als Jejunum und alle Proben
nach dem Caecum als Colon (Sharp & LaRegina, 1998). n= 3-5.
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4.2 In vivo-Absorptionsstudien

Um zu Uberprifen ob die Expressionsstiarke eines Transport-Proteins auch seine Aktivitat
widerspiegelt, wurden in vivo-Absorptionsstudien durchgefuhrt. Mit diesen Studien sollte
gleichzeitig geklart werden welche Auswirkungen (lokale) Unterschiede in der intestinalen
Transporter-Expression auf die Verfligbarkeit von Substraten in vivo haben.

Dazu wurde ein Abschnitt des Darms mannlicher Ratten mit einer Losung des Pgp-Substrats
Fexofenadin perfundiert und die Absorption von Fexofenadin ins Blut Uber die Zeit
gemessen. Um den direkten Einfluss der Expressionsstarke von Pgp auf die Absorption von
Fexofenadin bestimmen zu kdénnen, wurde ein Abschnitt mit hoher und ein Abschnitt mit
niedrigerer Pgp-Expression perfundiert. Ausgehend von den in 4.1 durchgefiihrten
Expressionsanalysen wurde als ein Bereich mit niedrigerer Pgp-Expression ein 10 cm-langer
Abschnitt ausgewahlt der 5 cm hinter dem Magen begann (,,vorne”) und als ein Bereich mit
hoherer Pgp-Expression ein 10 cm-langer Abschnitt der 5cm vor dem Caecum endete
(,hinten”). Da Pgp als apikaler Efflux-Transporter in die Zellen aufgenommenes Fexofenadin
zuriick ins Darmlumen transportiert, sollte bei hoherer Transporter-Aktivitat ein geringerer
Anteil an Fexofenadin im Blut messbar sein. Dieser Effekt sollte umkehrbar sein, wenn die
Darmabschnitte gleichzeitig mit einem spezifischen Inhibitor fur Pgp, in diesem Fall PSC-833
(Valspodar®), perfundiert werden. Diese Koinkubation mit einem anderen Arzneistoff bietet
gleichzeitig die Moglichkeit, Auswirkungen von Wirkstoff-Wirkstoff-Interaktionen zu
bestimmen.

Wie aus Abbildung 23 zu erkennen ist lasst sich, wenn der hintere Darmabschnitt perfundiert
wurde, nur halb so viel Fexofenadin im Serum nachweisen als bei Perfusion des vorderen
Darmabschnittes. Die geringere Absorption von Fexofenadin im hinteren Darm steht im
direkten Gegensatz zur Expression von Pgp, das dort deutlich starker exprimiert wurde als in
den vorderen Abschnitten (Abbildung 23). Wurde Fexofenadin zusammen mit PSC-833 durch
den Darm geleitet, hob sich dieser Effekt fast auf, es konnten jetzt in den hinteren
Abschnitten 82 % der Menge an Fexofenadin im Serum gefunden werden, die bei Perfusion
der vorderen Abschnitte gemessen wurden.
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Abbildung 23: Ergebnisse der in vivo Absorptionsstudien mit Fexofenadin in mannlichen Ratten. Dargestellt sind die relativen Flachen
unter der Serumspiegel-Kurve (AUC) fir die beiden perfundierten Abschnitte vorne und hinten. Nach Ende des Versuchs wurde die
Protein-Expression von Pgp in den verwendeten Darmabschnitten im Western Blot bestimmt und auf Villin normalisiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte T Standardabweichung aus 4 - 5 unabhingigen Versuchen.
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4.3 Primare Enterozyten der Ratte

4.3.1 Charakterisierung isolierter Enterozyten

Da in vivo-Absorptionsstudien sehr aufwendig sind, sollte untersucht werden, inwieweit sich
Transportstudien auch mit isolierten Enterozyten durchfiihren lassen.

Die vorhergehenden Versuche lieferten zwar Informationen zum Expressionsverhalten
verschiedener ABC-Transporter entlang des Darms, gaben aber keine Auskunft darlber, wie
die Transporter entlang der Villusachse exprimiert werden. Wie bereits erwdhnt, besteht die
Villusachse aus unterschiedlich differenzierten Enterozyten, die je nach Herkunft und
Differenzierungsgrad verschiedene Eigenschaften aufweisen. Es schien daher angebracht,
zundchst Enterozyten entlang der Krypt-Villusachse zu isolieren und die verschiedenen
Zellpopulationen genauer zu charakterisieren. Diese Populationen entsprachen dabei den
Zellen zwischen den in den Krypten zu findenden Stammzellen, undifferenzierten, mitotisch
aktiven Zellen entlang der Villusachse und den ausdifferenzierten, mitotisch inaktiven
Enterozyten an der Villusspitze.

Zur Isolation der verschiedenen Zellpopulationen wurden die unterschiedlichen Zelltypen wie
in Abschnitt 3.4.1 beschrieben isoliert und mikroskopisch bewertet. Abbildung 24 zeigt
lichtmikroskopische Aufnahmen der einzelnen Fraktionen. Zuerst wurden die adltesten und
damit ausdifferenzierten Zellen, die sich an der Villusspitze befinden, isoliert und
nachfolgend immer jlingere Enterozyten bis zu den nicht differenzierten Zellen der Krypten.
Nach 7 min wurden Uberwiegend stabchenférmige Zellen erhalten, die nach Trypanblau-
Behandlung eine blaue Farbung zeigten und am einen Pol einen Birstensaum aus Mikrovilli
besaBen. In der folgenden Fraktion wurden neben den Stabchen auch kugelférmige Zellen
und Zellverbdnde, die Teile der lappenformigen Villi darstellten isoliert. In den 21 min-
Fraktion nahm der Anteil der Zellverbdnde an Zahl und GréRe zu. Teilweise wurden auch
ganze Villi isoliert. In der 4. Fraktion wurden neben den Villi auch erste Kryptensticke
isoliert, die eine fingerformige Gestalt hatten und unten an den Villi hingen. In den
nachfolgenden 35 min und 42 min-Fraktionen nahm der Anteil an Villuslappen weiter ab und
die Menge an Krypten zu. In der letzten Fraktion, die nach 90 min Inkubation gesammelt
wurde, fanden sich dann nur noch Krypten.
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Abbildung 24: Lichtmikroskopische Aufnahmen der isolierten Enterozyten entlang der Villusachse. Die Zellen wurden nach einer initialen
Inkubation von 15 min, bei der tote abgeschilferte Zellen und Fakalreste entfernt wurden, in 6 aufeinanderfolgenden 7 min-Intervallen und
nach 90 min aus dem Darmlumen isoliert.
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Zur weiteren Charakterisierung der Zellfraktionen wurden die einzelnen Zellfraktionen
lysiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Westen Blot analysiert. Als
Differenzierungsmarker wurde PCNA, ein Protein, dass bei der Amplifizierung neuer DNA
wahrend der Proliferation neuer Zellen benétigt wird, und Villin, ein Strukturprotein in den
Mikrovilli, ausgewahlt. Abbildung 25 zeigt die vergleichende Analyse der Proteinexpression.
Alle untersuchten Proteine konnten im erwarteten Molekulargewichtsbereich detektiert
werden. Fiir Pgp zeigte sich eine Einzelbande von 140 kDa, fiir Bcrp von 72 kDa, flir PCNA von
36 kDa und fir Villin von 95 kDa.
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Abbildung 25: Protein-Expression von Pgp, Bcrp, Villin und PCNA entlang der Villusachse.

Wie erwartet nahm die Expression des Proliferationsmarkers PCNA mit steigendem Alter der
Zellen kontinuierlich ab (Abbildung 26). Die Expression war in den reifen, ausdifferenzierten
Enterozyten am schwachsten und wurde in den Zellfraktionen mit zunehmender
Kryptenkonzentration starker. In den Krypten konnte etwa 15-mal mehr PCNA als an der
Villusspitze detektiert werden. Das mikrovillispezifische Villin hingegen war in den isolierten
Fraktionen relativ gleichmaRig exprimiert (Abbildung 27).
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Abbildung 26: relative Protein-Expression von PCNA in isolierten Enterozyten entlang der Villusachse. Die PCNA-Expression wurde auf die
Villin-Expression normalisiert. Die normalisierte Protein-Expression der ersten Fraktion wurde auf 1 gesetzt und die der anderen Fraktionen
relativ dazu. Die erste Fraktion entspricht den Zellen der Villusspitze und die siebte Fraktion der Krypten-Fraktion. Dargestellt sind die
Mittelwerte iStandarda bweichung aus 3 unabhangigen Isolationen.
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Abbildung 27: relative Protein-Expression von Villin in isolierten Enterozyten entlang der Villusachse. Die Villin-Expression der ersten
Fraktion wurde auf 1 gesetzt und die der anderen Fraktionen relativ dazu. Die erste Fraktion entspricht den Zellen der Villusspitze und die
siebte Fraktion der Krypten-Fraktion. Dargestellt sind die Mittelwerte iStandardabweichung aus 3 unabhéngigen Isolationen.

Die Protein-Expression von Pgp war in den reifen, ausdifferenzierten Zellen am starksten und
nahm entlang der Villusachse kontinuierlich ab (Abbildung 28). In den Krypten (Fraktion 7)
konnten nur noch 33 % der in den Zellen der Villusspitze exprimierten Pgp-Menge detektiert
werden.

Bcrp war ebenfalls an der Villusspitze am stdrksten exprimiert (Abbildung 29). In den
anderen Fraktionen war die Expression relativ gleichmaRig, mit einer Tendenz zu einer
leichten Abnahme in Richtung Krypten. Nur in den Krypten, die Uberwiegend nicht
differenzierte Enterozytenpopulationen enthalten sollten, war eine deutlich geringere
Expression zu beobachten.

Die Inkubation mit dem Mrp2-Antikérper zeigte eine so schwache Bande, dass kein
eindeutiges Expressionsmuster zu erkennen war.

PepTl und LAT2 konnten wie bereits in den Mukosa-Homogenaten aufgrund des
ungeeigneten Antikorpers nicht in den isolierten Enterozyten detektiert werden.
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Abbildung 28: relative Protein-Expression von Pgp in isolierten Enterozyten entlang der Villusachse. Die Pgp-Expression wurde auf die Villin-
Expression normalisiert. Die normalisierte Protein-Expression der ersten Fraktion wurde auf 1 gesetzt und die der anderen Fraktionen
relativ dazu. Die erste Fraktion entspricht den Zellen der Villusspitze und die siebte Fraktion der Krypten-Fraktion. Dargestellt sind die
Mittelwerte iStandarda bweichung aus 3 unabhangigen Isolationen.
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Abbildung 29: relative Protein-Expression von Bcrp in isolierten Enterozyten entlang der Villusachse. Bcrp lag ausschlieRlich als Monomer
vor. Die Bcrp-Expression wurde auf die Villin-Expression normalisiert. Die normalisierte Bcrp-Expression der ersten Fraktion wurde auf 1
gesetzt und die der anderen Fraktionen relativ dazu. Die erste Fraktion entspricht den Zellen der Villusspitze und die siebte Fraktion der
Krypten-Fraktion. Dargestellt sind die Mittelwerte iStandarda bweichung aus 3 unabhangigen Isolationen.

4.3.2 Transportstudien mit isolierten Enterozytenfraktionen

Basierend auf der phanotypischen und biochemischen Charakterisierung wurde entschieden,
Zellen, die einer Mischung aus Enterozytenfraktion 2 und 3 entsprechen, fur die
funktionellen Studien einzusetzen. Um diese Fraktion zu erhalten, erfolgte eine erste
15 mindtige Inkubation eines 30 cm langen Abschnitts aus dem hinteren Diinndarm, bei der
der Inhalt verworfen wurde, gefolgt von einer weiteren 15 minttigen Inkubation zur Isolation
der gewlinschten Zellen. Im Isolat sollten dann moglichst wenig stabchenférmige Zellen, viele
kugelformige, durch Trypanblau nicht anfarbbare Zellen und noch keine Krypten vorhanden
sein. Alle nachfolgenden Transport-Studien wurden unmittelbar nach der Isolation in einem
klassischen Suspensions-Ansatz durchgefiihrt. Adhdsionskulturen erwiesen sich als
ungeeignet, da die Zellen auf Zellkulturplatten nach der Isolation nicht mehr adharierten. Ein
Optimierungsversuch mit unterschiedlichen Plattenbeschichtungen, Aussaatdichten, well-
GroBen und verschiedenen Zusatzen zum Medium fiihrte nicht zum gewdiinschten Ergebnis.

4.3.3 Uberpriifung der Aufnahme- und Effluxaktivitit von priméren
Rattenenterozyten mittels Digoxin

Digoxin wird sowohl von apikal exprimierten Oatps als auch unter Beteiligung der basolateral
exprimierten Na/K-ATPase aktiv in die Enterozyten aufgenommen und von Pgp wieder aus
der Zelle heraus transportiert. Zusatzlich werden weitere apikale und basolaterale Efflux-
Transporter der Mrp-Familie diskutiert, moglicherweise Mrp2 und Mrp3 (Aiba et al., 2005;
Stephens et al., 2001; Yao & Chiou, 2006). Digoxin eignet sich daher, sowohl zur
Charakterisierung der beteiligten Aufnahme- wie Efflux-Transporter. Abbildung 30 zeigt die
Strukturformel von Digoxin.

Abbildung 30: Strukturformel von Digoxin
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Zundchst wurde die Aufnahme von Digoxin in Enterozyten in Abhadngigkeit von der Zeit und
Temperatur analysiert (4 °C und 37 °C).

Bei 4 °C sind energieabhdngige Transport-Prozesse wie der ATP-abhangige Efflux inhibiert
und nur energieunabhdngige Vorgange wie die Diffusion weitgehend unbeeinflusst. So kann
der die Oatp-vermittelte Aufnahme von Digoxin noch stattfinden, jedoch der Pgp vermittelte
Auswartstransport nicht. Die treibende Kraft fir den Transport durch Oatps ist kein ATP-
Verbrauch sondern ein bidirektionaler Anionen-Austausch, bei dem intrazellulares
Gluthation oder Bicarbonat im Austausch gegen aufgenommene Anionen aus der Zelle
heraus transportiert wird (Hagenbuch & Meier, 2003). Durch Transport-Studien bei 4 °C ist es
daher moglich, die Oatp-abhdngige Aufnahme von Digoxin getrennt von den anderen
Transportprozessen darzustellen.

Fur die Transportsstudien wurden radioaktiv markiertes [*H]-Digoxin und nicht markiertes
Digoxin im Verhaltnis 2,5 uM + 97,5 uM gemischt und die Zellen wie in 3.4.2.1 beschrieben
damit inkubiert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 31 dargestellt. Aus der Grafik kann man entnehmen, dass
bei 37°C die maximale Aufnahme von Digoxin bereits nach 1 min erreicht war Der
intrazellulare Gehalt an Digoxin blieb dann Gber den Versuchszeitraum von 30 min nahezu
konstant.

Bei 4 °C war der maximale intrazelluldare Gehalt ebenfalls nach 1 min erreicht. Dieser nahm
wahrend der 30minitigen Inkubationszeit um etwa die Halfte ab (Abbildung 31). Wie
erwartet war bei den bei 4 °C durchgefiihrten Versuchen mehr Digoxin in den Zellen messbar
als bei 37 °C und zwar nach 1 min ca. 3-mal, nach 10 min ca. 2-mal und nach 30 min noch ca.
1,5-mal so viel wie bei den bei 37 °C durchgefiihrten Experimenten.
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Abbildung 31: Aufnahme von [3H]—Digoxin in isolierte Enterozyten in Abhangigkeit von der Zeit und Temperatur. Dargestellt sind die
Mittelwerte iStandarda bweichung aus 4 unabhangigen Experimenten.

Durch Transporter vermittelte Transportvorgdnge sind in der Regel sattigbar (Voet et al.,
2002). Um die Konzentrationsabhdngigkeit der Aufnahme von Digoxin in Enterozyten
darzustellen, wurden die Transportversuche mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Digoxin (0 - 100 uM) bei konstanter Inkubationszeit (1 min) durchgefiihrt. Dazu wurden
radioaktiv markiertes [*H]-Digoxin und nicht markiertes Digoxin im Verhéltnis 2,5 uM +
97,5 uM gemischt und aus dieser Stock-Losung Verdiinnungsreihen hergestellt. Aus diesen
Versuchen lassen sich zudem Aussagen Uber die Affinitat der beteiligten Transporter zum
Digoxin gewinnen. Bei ausschlieBlichem Vorliegen von Aufnahme-Prozessen wiirde der Ky-
Wert, also die Substratkonzentration die benétigt wird, um die Reaktion mit halbomaximaler
Geschwindigkeit ablaufen zu lassen sehr klein sein. Je mehr Efflux vorhanden ist, desto
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groBer wird der Wert. Abbildung 32 zeigt die berechnete Aufnahme an Gesamtdigoxin in
Abhangigkeit von der eingesetzten Menge an Digoxin. Der Aufnahmeprozess war sattigbar
mit einer maximalen Transportgeschwindigkeit von 6,7 pmol/min/2*10° Zellen. Die
Michaelis-Menten-Konstante Ky betrug 45,4 uM.

51 Vo = 6,7 = 1 pmol/min/2*10° Zellen

2 A Ky, = 45,4 £16 pM

aufgenommene Menge an Digoxin
(fmol/min/2*10° Zellen)
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Abbildung 32: Konzentrationsabhdngige Aufnahme von Digoxin in Enterozyten bei 37 °C. Dargestellt sind die Mittelwerte T
Standardabweichung aus 5 unabhangigen Experimenten.

Um zytotoxische Effekte des Digoxins auszuschlieen, wurde mit den eingesetzten Digoxin-
Konzentrationen ein Zytotoxizitats-Test an isolierten Enterozyten durchgefihrt. In keiner der
verwendeten Konzentrationen an Digoxin zeigen sich erhohte zytotoxische Effekte
(Abbildung 33).

1,4 -
1,2
1,0
0,8
0,6

0,4

relative Zytotoxizitat

0,2

0,0 -
0 0,05 0,1 1 10 50 100

Digoxin (pM)

Abbildung 33: Messung des zytotoxischen Effekts der fir die Versuche zur konzentrationsabhdngigen Aufnahme verwendeten
Konzentrationen an Digoxin auf isolierte Enterozyten. n=2

Die Ergebnisse der konzentrationsabhangigen Aufnahme von Digoxin (Abbildung 32) zeigen
die Gesamt-Transportrate, die sich aus Aufnahme und Efflux von Digoxin zusammensetzt.
Eine weitere Moglichkeit -neben der Kalteinhibition- diese beiden Vorgidnge getrennt
darzustellen, eroffnet der Einsatz spezifischer Inhibitoren. Im Folgenden sollte versucht
werden, den Efflux von Digoxin durch Pgp gezielt durch Koinkubation mit den spezifischen
Pgp-Inhibitoren PSC-833 und Elacridar zu unterbinden, wie bereits in den in vivo-Studien mit
PSC-833 gezeigt werden konnte. Die Aufnahme von Digoxin in isolierte Enterozyten wurde
dazu in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen an PSC-833 oder Elacridar (0 - 5 uM) bei
konstanter Digoxin-Konzentration Uber 1 min gemessen. Bei inhibiertem Efflux sollte der
intrazellulare Gehalt an Digoxin mit steigender Inhibitor-Konzentration ansteigen.
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Abbildung 34 zeigt die Ergebnisse der Inhibitionsstudien. Der intrazelluldre Gehalt an Digoxin
nahm mit steigender Konzentration an PSC-833 und Elacridar stetig ab. Bei Inkubation mit
5 uM PSC-833 befanden sich nur noch 31 % Digoxin in den Enterozyten und bei 5 uM
Elacridar knapp 70 % Digoxin. Dass dieser Effekt nicht auf zytotoxischen Eigenschaften der
Inhibitoren beruht, wurde stellvertretend fiir PSC-833 lberprift (Abbildung 35).
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Abbildung 34: Inhibition des Digoxin-Transports in isolierten Enterozyten durch PSC-833 und Elacridar bei 37 °C. Dargestellt sind die
Mittelwerte iStandardabweichung aus jeweils 4 unabhdngigen Versuchen. Die ICso-Werte wurden nach nicht linearer Regression mit
SigmaPlot 10.0 berechnet.
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Abbildung 35: Messung des zytotoxischen Effekts der fir die Versuche zur konzentrationsabhangigen Inhibition verwendeten
Konzentrationen an PSC-833 auf isolierte Enterozyten. n=2

4.3.4 Transportversuche mit Glycylsarcosin

Das Dipeptid Glycylsarcosin (Abbildung 36) ist ein sehr gut charakterisiertes PepT1-Substrat
(Brandsch et al., 2008). PepT1 ist ein Transporter mit hoher Transportkapazitit aber
niedriger Affinitdit zum Substrat (Rubio-Aliaga & Daniel, 2008). Die Aufnahme von
Glycylsarcosin in isolierte Enterozyten wurde zundchst in Abhdngigkeit von der Zeit und
Temperatur untersucht. Da die Aktivitat von PepT1 pH-abhéangig ist (Brandsch et al., 2008),
wurden die Versuche parallel bei pH 7,4 und pH 6 durchgefiihrt.
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Abbildung 36: Strukturformel von Glycylsarcosin
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[*H]-Glycylsarcosin wurde sowohl bei Versuchen bei dem physiologischen pH-Wert von 7,4
als auch dem im vorderen Dinndarm vorherrschenden pH-Wert von 6 aufgenommen
(Abbildung 37), und die Aufnahme war wie erwartet pH-abhangig. Bei 37 °C wurde bei pH 6
etwa doppelt so viel [*H]-Glycylsarcosin aufgenommen wie bei pH 7,4 was damit Arbeiten
von Sawada et al., 1999 mit LLC-rPepT1-Zellen bestatigt. Es zeigte sich zudem bei beiden pH-
Werten eine deutliche Temperaturabhingigkeit. Bei pH 7,4 wurde 5-mal so viel [*H]-
Glycylsarcosin bei 37 °C gegenuber 4 °C in die Zellen aufgenommen und bei pH 6 gut 20-mal
so viel. Dabei war die bei 4 °C aufgenommene Menge an [*H]-Glycylsarcosin bei beiden pH-
Werten nahezu gleich.
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Abbildung 37: Zeit- und pH abhéngige Aufnahme von Glycylsarcosin in isolierte Enterozyten. Dargestellt sind die Mittelwerte T
Standardabweichung aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Die Konzentrationsabhdngigkeit der Glycylsarcosin-Aufnahme zeigt Abbildung 38. Aufgrund
von Loslichkeitsgrenzen wurde Glycylsarcosin nur bis zu einer Konzentration von 50 mM
eingesetzt. Bei dieser Substratkonzentration war der untere Bereich der Sattigung aber
bereits erreicht. Die maximale Transportgeschwindigkeit Vmax betrug 4,7 pmol/5 min/2*10°
Zellen und der Ky-Wert 24,7 mM.
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Abbildung 38: Konzentrationsabhdngige Aufnahme von [3H]—Glycylsarcosin in isolierte Enterozyten bei 37 °C. Dargestellt sind die
Mittelwerte iStandarda bweichung aus jeweils 3 unabhdngigen Versuchen.
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Die Aufnahme von Glycylsarcosin in unterschiedlichen Bereichen des Darms zeigt Abbildung
39. Im vorderen Bereich des Diinndarms direkt nach dem Magen wurde am meisten Substrat
in die Zellen transportiert und im nachfolgenden mittleren Bereich fast genauso viel. Im
hinteren Dinndarm hingegen wurde nur halb so viel Glycylsarcosin in die Zellen
aufgenommen.
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Abbildung 39: Aufnahme von [3H]—Glycylsarcosin in isolierte Enterozyten entlang des Diunndarms. Dargestellt sind die Mittelwerte
Standardabweichung aus jeweils 3 unabhangigen Versuchen.

Die Aufnahme von Glycylsarcosin lieB sich spezifisch durch gleichzeitige Inkubation mit dem
Dipeptid Glycylglycin (Gly-Gly) inhibieren (Abbildung 40). Bei Einsatz von 15 mM Gly-Gly
nahm der intrazelluldre Gehalt an Glycylsarcosin um 80 % ab. Die Aminosaure Phenylalanin
als LAT-Substrat und der Pgp-Inhibitor Ivermectin konnten die Aufnahme von Glycylsarcosin
dagegen nicht hemmen.
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Abbildung 40: Spezifische Inhibition der Aufnahme von [3H]—Glycylsarcosin in isolierte Enterozyten durch das Dipeptid Glycylglycin (Gly-Gly).
Dargestellt sind die Mittelwerte iStandardfehler aus jeweils 3 unabhangigen Versuchen.

4.3.5 Transportversuche mit Leucin

Die Untersuchung der Aktivitat von neutrale Aminosauren transportierenden Transportern
erfolgte mit Hilfe des Substrats Leucin, einer neutralen L-Aminosadure (Segawa et al., 1999).
Abbildung 41 zeigt die Strukturformel von Leucin.
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Abbildung 42 zeigt die zeitabhdngige Aufnahme von Leucin in isolierte Enterozyten. Es
konnte eine Akkumulation von Leucin mit steigender Inkubationsdauer in den Enterozyten
beobachtet werden. Die Aufnahme erfolgte natriumunabhangig, da die Versuche in
natriumfreiem Assaypuffer durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 42: Zeitabhingige Aufnahme von [*H]-Leucin in isolierte Enterozyten bei 37°C in natriumfreiem Assaypuffer. Dargestellt sind die
Mittelwerte i Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten.

Fir den natriumunabhdngigen Leucin-Transport konnte ebenfalls eine konzentrations-
abhadngige Aufnahme in die Zellen beobachtet werden (Abbildung 43). Die Aufnahme folgte
einer Michaelis-Menten-Kinetik mit einem sehr hohen Ky-Wert von 78,8 mM und einer
maximalen Transportrate von 0,6 nmol/5 min/2*10° Zellen.
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Abbildung 43: Konzentrationsabhingige Aufnahme von [*H]-Leucin in isolierte Enterozyten bei 37°C in natriumfreiem Assaypuffer.
Dargestellt sind die Mittelwerte i Standardabweichung aus 3 unabhdngigen Experimenten.

Die Aufnahme von Leucin in die Enterozyten lieB sich durch Koinkubation mit der
Aminosaure Alanin in kompetitiver Weise hemmen (Abbildung 44). In Anwesenheit von
5mM Alanin wurde die Aufnahme von Leucin in natriumfreiem Puffer um fast 60 %
gemindert. BCH, ein spezifischer LAT-Inhibitor, fihrte ebenfalls zu gut 60 % Inhibition in
Abwesenheit von Natrium. Entsprechend bewirkten 5 mM Gly-Gly, ein Dipeptid das nicht von
LAT transportiert wird, keine Inhibition. Leucin war ebenfalls durch sich selbst inhibierbar.
Koinkubation mit 5 mM nicht radioaktivem Leucin verringerte die Aufnahme von [*H]-Leucin
um gut 70 %.

Bei vollstéandiger Natriumunabhangigkeit des Leucin-Transports dirfte die Anwesenheit von
Natrium-lonen keinen Einfluss auf die Inhibierbarkeit durch die verwendeten Inhibitoren
haben. Inkubation mit den verwendeten Inhibitoren BCH und Alanin fihrte auch in
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Anwesenheit von Natrium zu einer verringerten Aufnahme von Leucin in die Enterozyten.
Allerdings war die Inhibition schwacher als in Abwesenheit von Natrium. Dies war auch bei
der Selbstinhibition durch nicht markiertes Leucin zu beobachten. Am Geringsten war der
Unterschied bei Alanin ausgepragt, bei BCH und Alanin hingegen halbierte sich der
inhibitorische Effekt fast (1,78 fach). In Anwesenheit von Natrium war auch eine 20 %-ige
Inhibition durch Gly-Gly zu beobachten.
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Abbildung 44: Natriumabhangigkeit der Inhibition des [3H]—Leucin—Transports in isolierte Enterozyten. Dargestellt sind die Mittelwerte T
Standardabweichung aus jeweils 3 unabhangigen Versuchen.

4.4 Transportstudien mit Caco-2-Zellen

Die Ergebnisse aus Abschnitt 4.3 zeigen, dass primdre Enterozyten mehrere funktionsfahige
Aufnahme-Transporter exprimieren, die es erlauben Transportstudien durchzufiihren.

Um zu Uberprifen, ob die Aufnahmetransporter auch in einer enterozytaren Zelllinie aktiv
sind, wurden Permeationsstudien mit der humanen Caco-2-Zelllinie durchgefiihrt. Caco-2-
Zellen stellen eine permanente adhdrente Zelllinie dar, welche ihren Ursprung in einem
Adenokarzinom des humanen Colons hat (Artursson, 1990). Sie ist dadurch charakterisiert,
dass sie nach Erreichen eines konfluenten Monolayers spontan beginnt, sich von der
undifferenzierten Zelle zu einer in morphologischer und funktioneller Hinsicht
enterozytendhnlichen Zelle zu differenzieren (Chantret et al., 1988; Delie & Rubas, 1997).
Innerhalb von 2-3 Wochen zeigt sie eine ausgeprdgte Zellpolaritdat mit Ausbildung einer
Blrstensaummembran sowie einer apikalen und basolateralen Membrandomane, die durch
Tight Junctions getrennt sind. In sog. Transwell-Versuchen ist es moglich, bidirektionale
Permeationsversuche mit Testsubstanzen durchzufiihren und damit die Transportrichtung
der Substanzen durch den Zellmonolayer zwischen den Richtungen apikal nach basolateral
und basolateral nach apikal zu unterscheiden.

Zur getrennten Darstellung des Transports Uber die apikale und basolaterale Zellmembran
der auch in den Aufnahmeversuchen mit isolierten Enterozyten verwendeten Substanzen
Digoxin, Glycylsarcosin und Leucin wurden bidirektionale Permeationsstudien durchgefihrt.
Dazu wurden Caco-2-Zellen auf permeablen Filter-Einsatzen ausgesat und bis zum Erreichen
eines konfluenten und damit differenzierten Monolayers kultiviert. Dieser Monolayer
trennte damit ein apikales und basolaterales Kompartiment von einander. Durch Zugabe der
Testsubstanzen in eines der Kompartimente konnte dann die Permeation durch den
Monolayer in das andere Kompartiment bestimmt werden. Diese Versuche wurden fir alle
Substanzen in beide Richtungen durchgefiihrt d. h., von apikal nach basolateral und von
basolateral nach apikal. Als Kontrolle wurde Clonidin, eine hochpermeable Substanz, in den
Versuchen eingesetzt.
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4.4.1 Charakterisierung der Permeation von Digoxin in humanen Caco-2-
Zellen

Radioaktiv markiertes Digoxin wurde in einer Konzentration von 0,04 uM in den Versuchen
eingesetzt. Es zeigte sich nach zweistiindiger Inkubation eine deutlich starkere Permeation in
basolateral-apikale (bas-ap) Richtung als in apikal-basolaterale (ap-bas) Richtung (Abbildung
45). Die Permeationsgeschwindigkeit (P,pp) betrug in bas-ap-Richtung 120,9 nm/s und in ap-
bas-Richtung 10,8 nm/s. Die sehr viel hohere Permeationsgeschwindigkeit in bas-ap-Richtung
spiegelt sich auch in einem groRReren Transport in diese Richtung wieder (5 % gegeniber
1,5 % in ap-bas Richtung). Digoxin zeigte keine Akkumulation in den Zellen; nach Ende des
Versuchs fanden sich dort in beiden Richtungen nur 0,2 % der eingesetzten Menge an
Digoxin wieder. Diese Ergebnisse weisen zusammen auf die Beteiligung eines nicht
gesattigten, apikal lokalisierten dominierenden Efflux-Transporters hin. Dies steht in Einklang
mit Literaturdaten, die Digoxin als Modellsubstanz fir einen Pgp-vermittelten Efflux
beschreiben.

Das als Kontrolle in den Versuchen verwendete lipophile Clonidin zeigte als hochpermeable
Substanz erwartungsgemaR in beide Richtungen eine gute Permeabilitdt (Abbildung 45). Die
etwas hohere Permeation in ap-bas-Richtung lasst sich durch die Aktivitdat eines Clonidin-
Aufnahme-Transporters in der apikalen Membran erkldaren (Fischer et al., 2006). In Tabelle
10 und Tabelle 11 sind alle Werte nochmals zusammengefasst.

4.4.2 Uberpriifung der Aktivitéit von PepT1 in humanen Caco-2-Zellen

Glycylsarcosin, ein spezifisches Substrat flr PepT1, wurde in einer Konzentration von 100 uM
eingesetzt, dem Spuren von radioaktiv markiertem Substrat zugesetzt waren. Da bekannt ist,
dass der PepTl-Transport protonenabhdngig ist, erfolgte der Permeationsversuch bei
unterschiedlichen pH-Werten (pH 6 und pH 7,4). Da verschiedene Literaturdaten
beschrieben haben, dass PepT1 in der apikalen Membran exprimiert ist wurde nur der pH-
Wert des apikalen Kompartiments angepasst, der pH-Wert im basolateralen Kompartiment
blieb unverandert bei pH 7,4. Das Ergebnis ist in Abbildung 45 zusammengefasst; daraus geht
hervor, dass nur bei pH 6 eine gute Permeation von apikal nach basolateral erfolgte (Papp as =
101,3 nm/s). Bei pH 7,4 war die Permeation um etwa 75 % niedriger (Pappas = 25,8 nm/s) und
damit nur etwas hoher als die bas-ap Permeation (P,ppsa = 11,2 bzw. 15,1 nm/s). Die bas-ap
Permeationsgeschwindigkeit konnte durch pH-Wert Anderungen im apikalen Kompartiment
nicht beeinflusst werden. Damit zeigt sich fir pH 6 genau das umgekehrte Verhaltnis von
apikaler zu basolateraler Permeation wie bei Digoxin (Pappsa pigoxin VON 120,9 nm/s versus
IDapp AB Glycylsarcosin von 101;3 nm/s und IDapp AB Digoxin von 10;8 nm/s versus IDapp BA Glycylsarcosin von
11,8 nm/s). Die Menge an transportiertem Substrat war hingegen deutlich gréRer als die an
transportiertem Digoxin. In ap-bas Richtung wurden 13,8 % der eingesetzten Menge an
Glycylsarcosin im Versuchszeitraum von 2 Stunden transportiert, bei Digoxin waren es nur
5,5 % (bas-ap Richtung). Die hohere Transportkapazitat spiegelt sich auch in einer leicht
erhohten Akkumulation von Glycylsarcosin in den Zellen wieder (1,8 %). Die Aufnahme von
Glycylsarcosin in die Zellen konnte durch das Dipeptid Gly-Gly stark inhibiert werden
(Abbildung 45). Durch Koinkubation mit 15 mM Gly-Gly im apikalen Kompartiment sank die
ap-bas Permeation bei pH 6 um 80 % und bei pH 7,4 um 50 %. Bei basolateraler Gabe von
Gly-Gly konnte keine Inhibition der bas-ap Permeation beobachtet werden. Diese Ergebnisse
weisen damit eindeutig auf die Aktivitat des apikal lokalisierten PepT1 hin.
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Abbildung 45: Apparente Permeationskoeffizienten Py, in Richtung apikal — basolateral (AB) und basolateral — apikal(BA) von Digoxin,
Clonidin und Glycylsarcosin fir den gerichteten Transport durch einen Caco-2-Zellmonolayer im Transwell-Versuch. Die Konzentration von
Digoxin betrug 0,04 uM, von Clonidin 10 uM und von Glycylsarcosin 100 uM. Bei den Versuchen mit Glycylsarcosin betrug der pH-Wert des
apikalen Kompartiments entweder pH 6 oder 7,4. Dargestellt sind die Mittelwerte L Standabweichung.

4.4.3 Uberpriifung der Aktivitéiit von neutrale Aminoséuren transportierenden
Transportern in humanen Caco-2-Zellen

Die neutrale Aminosdure Leucin wird von mehreren Aminosdure-Transportern im Darm
transportiert und wurde in den durchgefiihrten Versuchen in einer Konzentration von
100 uM mit Spuren an radioaktiv markiertem Substrat verwendet. Von den Leucin
transportierenden  Transportern arbeiten einige natriumabhdngig und einige
natriumunabhdngig. Um die Aktivitat dieser Transporter voneinander getrennt zu erfassen,
wurden die Versuche, einschliefllich der Inhibitionsstudien, mit und ohne Natrium im
Assaypuffer durchgefiihrt. Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse gibt Tabelle 10 und Tabelle 11.
Die Aufnahme von Leucin zeigte eine starke Natriumabhangigkeit. In Anwesenheit von
Natrium war Leucin sehr gut apikal (179,5 nm/s) und gering basolateral (2,9 nm/s)
permeabel (Abbildung 46 links) und Ubertraf damit den Transport von Digoxin und
Glycylsarcosin. Unter natriumfreien Bedingungen reduzierte sich die apikale Permeation um
65 % (Abbildung 46 links), wahrend die basolaterale Permeation um 30 % zunahm (Abbildung
46 rechts, zur Verdeutlichung der basolateralen Permeationswerte sind diese nochmals
separat aufgetragen worden). Die Menge an transportiertem Substrat war mit 24 % ebenfalls
deutlich groBer als die von Digoxin und Glycylsarcosin. Dahingegen war die Akkumulation
von Leucin in den Zellen nicht erhoht, sondern etwas geringer (1,5%) als die bei
Glycylsarcosin beobachtete. Durch Koinkubation von 15 mM Phenylalanin konnten sowohl
der apikale als auch basolaterale Transport gehemmt werden (Abbildung 46). Diese
Inhibition war natriumabhangig. In Anwesenheit von Natrium nahm die apikale Permeation
mit 92 % fast vollstandig ab, in Abwesenheit von Natrium um immerhin noch 83 %. Die
basolaterale Aufnahme von Leucin wurde durch Phenylalanin um 35 % in Anwesenheit von
Natrium inhibiert, in Abwesenheit von Natrium mit 48 % (Abbildung 46 rechts) sogar etwas
mehr. BCH hatte nur einen geringen hemmenden Einfluss auf die Aufnahme von Leucin. Die
apikale Permeation blieb mit oder ohne Natrium fast gleich (Abbildung 46 links), die
basolaterale Permeation sank in Abwesenheit von Natrium um nur 20 % (Abbildung 46
rechts). Die Ergebnisse dieses Versuches zeigen damit, dass Leucin apikal durch einen
Transporter mit groRer Transportkapazitdat aufgenommen wurde, der natriumabhangig war
und der durch Phenylalanin stark und durch BCH kaum inhibierbar war. Gleichzeitig gab es
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eine schwache basolaterale natriumunabhdngige Aufnahme von Leucin, die ebenfalls nur
durch Phenylalanin inhibierbar war.
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Abbildung 46: Apparente Permeationskoeffizienten P,p, in Richtung apikal — basolateral (AB) und basolateral — apikal (BA) von Digoxin,
Clonidin und Leucin fiir den gerichteten Transport durch einen Caco-2-Zellmonolayer im Transwell-Versuch. Die Konzentration von Digoxin
betrug 0,04 uM, von Clonidin 10 uM und von Leucin 100 pM. Die Versuche mit Leucin wurden mit Na*-haltigem und Na'-freiem Assaypffer
durchgefiihrt. Links sind die P.,, -Werte fiir beide Richtungungen dargestellt, rechts zur Verdeutlichung nur die P,,, -Werte in Richtung
basolateral — apikal. Dargestellt sind die Mittelwerte iStandabweichung.
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Tabelle 10: Ubersicht liber die Ergebnisse der bidirektionalen Permeationsstudien mit Digoxin, Glycylsarcosin
und Leucin in Caco-2-Zellen. Dargestellt sind die Werte der Permeation in AB-Richtung.

Substanz Konzentration Papp A8 Transport Substanzin den Wiederfindung
(nMm) (nm/s) (%) Zellen (%) gesamt (%)

Clonidin 10 301,6 39,1 2,2 92,4

Digoxin 100 10,8 1,5 0,2 104,4

Glycylsarcosin 100 101,3 13,8 1,8 98,4

pH6

Glycylsarcosin 100 25,8 3,6 0,6 102,7

pH 7,4

Glycylsarcosin 100 19,9 2,7 0,5 96,7

pH6

+ 15 mM Gly-Gly

Glycylsarcosin 100 13,2 1,8 0,4 98,5
pH 7,4
+ 15 mM Gly-Gly

Leucin mit 100 179,5 24,0 1,5 96,8
Natrium

Leucin ohne 100 62,9 8,6 0,8 96,0
Natrium

Leucin mit 100 13,3 1,8 0,6 101,6
Natrium

+ 15 mM Phe

Leucin ohne 100 10,7 1,5 0,5 99,5
Natrium

+ 15 mM Phe

Leucin mit 100 157,5 21,4 1,3 100,6
Natrium

+5 mM BCH

Leucin ohne 100 53,2 6,8 0,7 96,7
Natrium

+5 mM BCH

62



Ergebnisse

Tabelle 11: Ubersicht tiber die Ergebnisse der bidirektionalen Permeationsstudien mit Digoxin, Glycylsarcosin
und Leucin in Caco-2-Zellen. Dargestellt sind die Werte der Permeation in BA-Richtung.

Substanz Konzentration Papp B Transport Substanz in den Wiederfindung
(nMm) (nm/s) (%) Zellen (%) gesamt (%)

Clonidin 10 199,2 9,8 0,8 97,9

Digoxin 100 120,9 5,5 0,2 99,9

Glycylsarcosin 100 11,7 0,6 0,3 99,4

pH6

Glycylsarcosin 100 15,1 0,7 0,2 99,3

pH 7,4

Glycylsarcosin 100 11,2 0,5 0,2 100,3

pH6

+ 15 mM Gly-Gly

Glycylsarcosin 100 13,8 1,3 0,2 100,9
pH 7,4
+ 15 mM Gly-Gly

Leucin mit 100 2,8 0,7 1,0 100,7
Natrium

Leucin ohne 100 3,6 1,7 1,0 99,9
Natrium

Leucin mit 100 1,8 0,9 0,8 100,0
Natrium

+ 15 mM Phe

Leucin ohne 100 1,9 0,9 0,6 98,1
Natrium

+ 15 mM Phe

Leucin mit 100 2,5 1,2 0,8 97,8
Natrium

+5 mM BCH

Leucin ohne 100 2,9 1,4 0,9 99,0
Natrium

+5 mM BCH
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5 Diskussion

Die Bioverfugbarkeit oral verabreichter Arzneistoffe wird hauptsachlich durch das AusmafR
der Absorption durch das Epithel der Darmschleimhaut bestimmt und kann durch aktive
Transportprozesse erheblich beeinflusst werden. So kdnnen Efflux-Transporter die
Absorption stark verringern, in dem sie den Arzneistoff aus den Enterozyten zurick in das
Darmlumen transportieren und Aufnahme-Transporter, die nicht zellgdngige Arzneistoffe aus
dem Darmlumen in die Enterozyten aufnehmen, die Absorption erhéhen. Kenntnisse tber
das Expressionsmuster, das Substratspektrum und die Aktivitat dieser Arzneistoff
transportierenden Transporter sind daher von groRer Bedeutung fir die Entwicklung neuer
oraler Arzneimittel, die oftmals Substrate dieser Transporter sind.

Im Rahmen der hier vorliegenden Doktorarbeit wurde zundchst die Expression der
wichtigsten Efflux-Transporter Pgp, Bcrp und Mrp2 entlang des Darms von Ratten analysiert
und anschlieBend funktionell Gberprift. Parallel wurden isolierte Ratten-Enterozyten als
zellulares Modellsystem flr Transporterstudien charakterisiert. Im der sich anschlieBenden
Diskussion wird auch der Versuch unternommen, die experimentellen Daten im Kontext zu
stoffwechselphysiologischen Gesichtspunkten des gastrointestinalen System zu betrachten.

5.1 Expressionsanalysen

5.1.1 Expression der ABC-Efflux-Transporter

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass Efflux-Transporter einen
entscheidenden Einfluss auf die Absorption von Substanzen aus dem Gastrointestinaltrakt
haben (Dietrich et al., 2003). Durch mRNA- und Proteinanalysen von einzelnen Darmproben
konnte auch gezeigt werden, dass die Efflux-Transporter unterschiedlich stark in den
verschiedenen Darmregionen exprimiert werden. Allerdings wurden diese Analysen fast
ausschlieBlich mit wenigen Stichproben aus den einzelnen Darmsegmenten durchgefiihrt
und nicht vollstandig entlang des gesamten Darms (z. B. Mottino et al., 2000; Uno et al.,
2009). In der Regel wurden die drei Dinndarmabschnitte Duodenum, Jejunum, lleum und
das Colon stellvertretend fiir den Dickdarm untersucht.

Bei humanen Studien fehlt oftmals das Jejunum, was sich aus einem limitierten Radius
vorhandener Biopsie-Techniken ergibt und aus dem generell sehr begrenzt zu Verfligung
stehendem Gewebe. Hinzu kommt, dass die in den vorhandenen Studien verwendeten
Darmabschnitte von unterschiedlicher GréBe waren, wenn Uberhaupt GréRBenangaben
gemacht wurden. Manchmal wurde nur die Bezeichnung ,Diinndarm” verwendet ohne
nahere Angabe, aus welchem Bereich die Proben stammten. Ausgehend von den
verfigbaren Daten wird dann allgemein davon ausgegangen, dass die Expression in den
benachbarten, nicht untersuchten Darmabschnitten ahnlich ist, bzw. ein kontinuierlicher
Verlauf vorliegt.

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurde daher das Expressionsverhalten der drei
wichtigsten apikalen Efflux-Transporter Pgp, Bcrp und Mrp2 entlang des gesamten Darms der
Ratte untersucht. Dabei wurde die Transporter-Expression zundchst in den vier
»Makrosegmenten” Duodenum, Jejunum, lleum und dem Colon dargestellt und nachfolgend
in aufeinanderfolgenden ,Mikrosegmenten” (3 cm-Abschnitte) entlang des gesamten Darms
vom Pylorus bis zum Rectum untersucht, um das AusmaR der inter- und intraindividuellen
Variabilitdat der Transporter-Expression in beiden Geschlechtern genau bestimmen zu
kénnen. Um auch Aussagen Uber geschlechts- und altersspezifische Unterschiede in der
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Transporter-Expression treffen zu konnen, erfolgte die Analyse in mannlichen und weiblichen
Tieren, sowie mit unterschiedlich alten Ratten.

Bei Betrachtung der Transporter-Expression in den vier ,,Makrosegmenten” Duodenum,
Jejunum, lleum und Colon zeigte sich ein unterschiedlicher Expressionsverlauf der
untersuchten Transporter. So stieg die Pgp-Expression entlang des gesamten Darmes an, die
Bcrp-Expression zeigte einen eher bogenformigen Verlauf mit einer Maximalexpression im
lleum und die Mrp2-Expression nahm in Richtung Colon kontinuierlich ab (Abbildung 15-
Abbildung 20).

Der Expressionsanstieg von Pgp konnte sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene
beobachtet werden. Aus den mRNA-Analysen ging hervor, dass hauptsachlich die Isoform
Mdrla fir den beobachteten Expressionsanstieg verantwortlich war; Mdrlb war dagegen
relativ gleichmaRig entlang des Darms exprimiert. Das Expressionsmuster zeigte zudem
geschlechtsspezifische Unterschiede. Im Jejunum weiblicher Tiere war der relative
Expressionsanstieg starker ausgepragt als bei den Mannchen

Die Bcrp-Expression wies bei allen untersuchten Ratten einen bogenférmigen Verlauf mit
einem Anstieg entlang der drei Dinndarm-Abschnitte Duodenum, Jejunum und lleum und
einem folgenden Abfall im Colon auf. Bei den Weibchen war der relative Expressionsanstieg
im Jejunum und lleum starker ausgepragt als bei den Mannchen.

Mrp2 zeigte im Gegensatz zu Pgp und Bcrp eine kontinuierliche Expressionsabnahme entlang
des gesamten Darms von mannlichen und weiblichen Tieren. Nur im Jejunum konnte bei den
weiblichen Tieren eine starkere Mrp2-Expression gegeniber der im Duodenum gemessen
werden.

Die beobachteten Expressionsmuster fiir die einzelnen Efflux-Transporter stehen im Einklang
mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. So wurde bereits in Arbeiten von Johnson et al.,
2006 Brady et al., 2002, Li et al., 1999, Uno et al., 2009 Valenzuela et al., 2004 ein Anstieg in
der Pgp Expression entlang des Rattendarms gezeigt.

Grundsatzlich erschweren allerdings Unterschiede in den verwendeten Analyse-Methoden
einen direkten Vergleich von Ergebnissen aus publizierten Studien mit denen, die im Rahmen
dieser Doktorarbeit ermittelt wurden. Ein wesentlicher Unterschied ist oft die verwendete
Art der Normalisierung der gemessenen Transporter-Expressionsdaten. So wurde die
Transporter-Expression in den genannten Arbeiten auf unterschiedliche housekeeping-
Gene/Proteine bezogen oder auch nicht normalisiert. In den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Analysen wurde die Transporter-Expression, auf mRNA- wie auch Protein-Ebene, auf das
Strukturprotein Villin, ein Aktin-Crosslinker, bezogen, welches sich ausschlieBlich in
epithelialen  Mikrovilli  befindet. Daher spiegeln Villin-normalisierte Transporter-
Expressionsdaten deutlich besser die tatsachlich in den Enterozyten vorhandene
Transporter-Expression wieder als z.B. Aktin, dass in allen Zelltypen zu finden ist und lassen
Verunreinigungen durch andere Zelltypen in den Mukosaprdparaten unberiicksichtigt. Das ist
insoweit relevant, da bekannt ist, dass die Anzahl der Enterozyten entlang des Darms
abnimmt. Eine Nichtnormalisierung der Transporter-Expression auf die Anzahl der
Enterozyten wirde daher zu hoheren Werten im distalen Teil des Darms fihren. Zudem
enthalten auch die Zellen des intestinalen Immunsystems und des peripheren
Nervensystems Transporter, die das Ergebnis verfalschen kénnten.

In Hinblick auf die Expression der Pgp-lsoform mdrlb wurde in der hier vorliegenden Arbeit
ein anderer Expressionsverlauf als bereits von Brady et al., 2002 publiziert detektiert. Diese
Arbeitsgruppe beschrieb flir mdrla und mdrlb ein vergleichbares Expressionsmuster,
allerdings mit deutlichen Unterschieden in der Expressionsstarke. Wie auch im Rahmen der
hier vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, fanden Brady et al., 2002 fir mdr 1b eine deutlich
schwachere Expression als fir mdrla. Das ldsst vermuten, dass mdrla die fir
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Arzneistoffinteraktionen hauptverantwortliche Isoform im Darm darstellt und mdrlb eine
nur sogenannte backup-Funktion besitzt (Smit et al., 1998).

Betrachtet man das Ausmal des Pgp-Expressionsanstiegs entlang des Diinndarmes, ist der in
dieser Arbeit festgestellte 3-fache Anstieg vom Duodenum zum lleum auf mRNA- und
Proteinebene vergleichbar und stimmt mit denen von anderen Arbeitsgruppen berechneten
etwa Uberein (Mouly & Paine, 2003 (2-fach); Zimmermann et al., 2005 (4-fach) und Englund
et al., 2006 (6-fach)). Die Expression im Colon scheint dagegen deutlich variabler zu sein. In
den Arbeiten von Brady et al., 2002 und Valenzuela et al., 2004 nahm die Pgp-Expression im
Colon wieder ab, in der hier beschriebenen Analyse sowie in Arbeiten von Johnson et al.,
2006 konnte hingegen keine Expressionsveranderung im Vergleich zum lleum beobachtet
werden. Alle Analysen zeigten eine hohe interindividuelle Variabilitat der Pgp-Expression in
allen vier Darmabschnitten sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene. Diese starke
Schwankung der Pgp-Expression im Rattendarm wurden auch schon von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben, z.B. von Johnson et al., 2006.

Ein Vergleich der Transporter-Expression im Darm der Ratte mit der in humanem
Darmgewebe zeigt ein vergleichbares Expressionsprofil von Pgp. Auch im humanem Darm ist
ein Anstieg der Pgp-Expression entlang des Diinndarms zu beobachten (Englund et al., 2006;
Mouly & Paine, 2003; Zimmermann et al., 2005). Im Colon wurde hingegen eine Abnahme
der Expression festgestellt (Englund et al., 2006 und Zimmermann et al., 2005). In den
humanen Proben konnte zudem wie in der Ratte eine hohe interindividuelle Variabiliat
beobachtet werden. Berggren et al., 2007 konnten in ihren Studien aufgrund dieser hohen
interindividuellen Variabilitdt keine Korrelation zwischen der intestinalen Pgp-mRNA-
Expression und der Pgp-Protein-Expression feststellen und halten daher die Pgp-mRNA-
Expression flir ungeeignet, um auf die Protein-Expression im Darm riickzuschlieRen.

Das in der hier vorgelegten Arbeit entlang des Diinndarms beobachtete Expressionsmuster
von Bcrp mit einem ansteigenden Expressionsverlauf entlang der drei Diinndarmabschnitte
Duodenum, Jejunum und lleum und einer folgenden Abnahme der Expression im Colon
scheint moglicherweise ein in Sdugetieren konserviertes Muster darzustellen, da dhnliche
Bcrp-Expressionsprofile auch im Darm der Maus und des Menschen gefunden wurden
(Englund et al., 2006; Enokizono et al., 2007; Han & Sugiyama, 2006; Tanaka et al., 2005; Uno
et al., 2009). Die Amplitude des Expressionsanstieges entlang des Dinndarms war aber
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren unterschiedlich. Bei den Weibchen war der
Anstieg gut doppelt so stark (5-facher Anstieg der Expression vom Duodenum zum lleum)
wie bei den Mannchen (2,4-facher Anstieg). Die erhdhte Bcrp-Expression in weiblichen
Tieren spiegelt dabei eine lokal begrenzte erhohte Efflux-Transporter-Expression in
weiblichen Tieren wieder, denn bei Pgp und Mrp2 war die relative Transporter-Expression in
den Weibchen im Jejunum ebenfalls héher als in den Mannchen. Es kann vermutet werden,
dass Hormone Ursache fiir die beobachteten Unterschiede der Transporter-Expression von
Mannchen und Weibchen sind.

Wie bereits fir Pgp beschrieben, war auch bei Bcrp eine deutliche interindividuelle
Variabilitat der Expression zu sehen.

Auch das Mrp2-Expressionsprofil scheint im Darm von Mensch und Ratte vergleichbar zu sein
(Johnson et al., 2006; Mottino et al., 2000; Rost et al., 2002; Berggren et al., 2007; Englund et
al., 2006; Prime-Chapman et al., 2004; Zimmermann et al., 2005). Ahnlich wie bei Pgp und
Bcrp, zeigte auch die Mrp2-Expression eine deutliche interindividuelle Variabilitat.

Betrachtet man die Expression der drei Efflux-Transporter entlang des gesamten Darms in
den Mikrosegmenten, fallen auch hier in erster Linie die sehr groflen inter- und
intraindividuellen Schwankungen auf (Abbildung 22). Dies ist insofern unerwartet, da es sich
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bei den untersuchten Tieren um eine genetisch homogene Gruppe von Individuen desselben
Zichters und Zuchtstammes handelte, die unter gleichen kontrollierten Bedingungen
gehalten wurden. Auch die Gewebeentnahme erfolgte zur gleichen Tageszeit. Dies ist
deshalb von Bedeutung, da Transportproteine einer circadianen und didtbedingten
Regulation unterliegen kdnnen (Imai et al., 2004; Pan et al., 2002; Pan et al., 2004). Obwohl
der allgemeine Trend d.h., Zunahme der Expression von Pgp entlang des Darms, ein
bogenférmiges Expressionsprofil von Bcrp sowie eine kontinuierliche Abnahme der
Expression von Mrp2 fir alle Tiere bestatigt werden konnte, waren doch haufig ausgepragte
Expressionsschwankungen innerhalb eines Individuums detektierbar. Zudem zeigten sich flr
Pgp und Mrp2 im vorderen Darm lokale, signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede in
der Expression. Die Expression von Pgp war in den mannlichen Tieren starker, die Expression
von Mrp2 hingegen in den weiblichen Tieren. Man koénnte auch hier vermuten, dass die
Geschlechtshormone fiir diese Expressionsunterschiede verantwortlich sind, indem sie die
Gentranskription der Transporter Gber Hormonrezeptoren beeinflussen. Es ist z. B. bekannt,
dass Ostrogen die Protein-Expression von Pgp und Bcrp durch post-transkriptionale
Modifikation runterreguliert, in dem es mit dem Ostrogen-Rezeptor a (ER a) interagiert, der
unter anderem auch in Enterozyten exprimiert ist (Imai et al., 2005, Mutoh et al., 2006;
Weyant et al., 2001). Es ware jedoch auch denkbar, dass die beobachteten Schwankungen in
der Transporter-Protein-Expression in den ,Mikrosegmenten” in direktem Zusammenhang
mit den peristaltischen Bewegungen des Darms und der daraus resultierenden Weiterleitung
des Darminhaltes stehen. Dadurch kdnnte die Interaktion von méglichen Substraten mit dem
entsprechenden Transporterprotein und letztendlich auch die Expression der Transporter
beeinflusst werden (Rickkopplungsreaktion). Diese Annahmen werden durch die
Beobachtung gestiitzt, dass auch die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Enterozyten je nach
Position an der Krypt-Villusachse eine unterschiedlich starke Transporter-Expression
aufwiesen. Die Zellen an der Villusspitze, die den starksten Kontakt mit der Nahrung haben,
zeigten auch die hochste Expression von Pgp und Bcrp (Abbildung 29 und 30). In Richtung der
Krypten, wo der Nahrungskontakt deutlich geringer wird, nahm die Expression der beiden
Transporter dagegen ab.

Interessanterweise konnten keine altersspezifischen Unterschiede im Expressionsmuster flr
Pgp, Bcrp und Mrp2 in Darm detektiert werden Erhoht war lediglich die Amplitude, also das
Ausmal} des relativen Expressionsanstieges fir Pgp/Bcrp bzw. der Expressionsabnahme von
Mrp2 in den verschiedenen Darmabschnitten. Dabei zeigte sich ein Ubereinstimmendes
Muster fur alle drei Transporter beziglich der Schwankung der Transporter-Expression. Je
starker die Expression, desto groRer war in der Regel auch die interindividuelle Variabilitat.
Ab welchen Lebensalter sich das transporterspezifische Expressionsmuster im Darm
manifestiert ist bisher nicht bekannt. Studien an humanen und murinen Fbten stitzen
allerdings die Hypothese, dass in Bezug auf Pgp, mdrla die fiir den Efflux (schadlicher)
Substrate und Xenobiotika relevante Isoform im fotalen Darm darstellt (Miki et al., 2005;
Schiengold et al., 2001).

5.1.2 Expression der SLC-Aufnahme-Transporter Oatpla5 und Oatp2b1

Oatpla5 und oatp2bl sind wichtige Aufnahmetransporter fiir organische Anionen im Darm
der Ratte und kdnnen auch aktiv Arzneistoffe in die Enterozyten transportieren. Beide
konnten als mRNA in den verschiedenen Darmabschnitten detektiert werden, jedoch nicht
als Protein, da fur beide keine geeigneten Antikdper zur Verfligung standen.

Das Expressionsprofil der oatpla5-mRNA zeigte ein zur bcrp-Expression vergleichbaren
Verlauf. Es wurde ein Expressionsanstieg entlang des Diinndarms gemessen und eine
verminderte Expression im Colon (Abbildung 18) Der maximale Anstieg war etwa 2-fach
gegenlber dem Duodenum. In der Literatur existieren kontrare Ergebnisse bezlglich der
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oatpla5-Expression. Wahrend die Arbeitsgruppe von Walters et al., 2000 fur oatpla5 einen
eher relativ gleichmafligen Expressionsverlauf gezeigt haben, berichteten Uno et al., 2009
von einer leichten Expressionsabnahme entlang des Rattendarms.

Fir Oatp2bl konnte ein kontinuierlicher Anstieg der Expression entlang des Darms
dargestellt werden, der vergleichbar zum Expressionsprofil von Pgp war (Abbildung 18). Die
Expression von oatp2bl war im Colon 10-fach hoéher als im Duodenum und zeigte damit
einen deutlich starkeren Expressionsanstieg als oatpla5. Ein dhnliches Expressionsprofil von
oatp2bl entlang des Dinndarms wurde auch von Uno et al., 2009 beschrieben, allerdings
mit deutlich geringeren Expressionsunterschieden zwischen proximalen und distalen
Danndarm.

5.1.3 Stoffwechselphysiologische Bedeutung der Transporter im Darm

Intestinale ABC-Transporter stellen eine wichtige Barriere des Korpers gegen (toxische)
Xenobiotika dar und bieten zudem die Mdglichkeit, unerwiinschte Abfallprodukte Uber den
Darm aus dem Korper zu schleusen. Aufnahmetransporter versorgen den Korper u. a. mit
wichtigen Grundbausteinen wie Aminosduren, Peptiden, Kohlenhydraten, kdnnen aber auch
fir die Aufnahme von Arzneistoffen verantwortlich sein. Es wird vermutet, dass die einzelnen
Transporter ihre Aufgabe nicht allein, sondern im Zusammenspiel mit anderen Transportern
oder metabolischen Enzymen erfillen. Auf diese kooperative Aktivitat der in dieser Arbeit
untersuchten Efflux- und Aufnahme-Transporter im Darm soll im Folgenden naher
eingegangen werden.

Werden zundchst die Transporter-Expressionsprofile im proximalen Darm betrachtet, liegt
die Vermutung nahe, dass es ein Zusammenspiel zwischen Mrp2 und Phase I- und Phase II-
Enzymen gibt. Diese Annahme ergibt sich aus der Tatsache, dass Mrp2 Phase Il-Konjugate
erkennt und diese aus den Zellen heraus transportiert (Nies et al., 2007). Fir eine effektive
Elimination der Phase II-Konjugate ist aber Voraussetzung, dass Mrp2 und Phase II-Enzyme in
raumlicher Nahe zueinander im Darm lokalisiert sind. Fiir eine ausreichende Aktivitat der
Phase IlI-Enzyme ist wiederum eine Kolokalisation von Phase I- und Phase II-Enzymen wichtig,
da Phase I-Enzyme die Substrate der Phase IlI-Enzyme bereitstellen. Betrachtet man in der
Ratte das Expressionsmuster der wichtigsten im Darm vorkommenden Phase I-Enzyme
CYP3A und CYP2B1 sowie der Phase ll-Enzymfamilien UGT1, UGT2 und GST, fallt ein mit
Mrp2 Ubereinstimmender Verlauf entlang des Darms auf; im vorderen Bereich sind die
Enzyme stark exprimiert und nach hinten nimmt ihre Expression ab (Gerk & Vore, 2002;
Grams et al., 2000; Mitschke et al., 2008; Shelby et al., 2003). Mrp2 und Phase II-Enzyme
zeigen darliber hinaus ein gleiches Expressionsmuster entlang der Villusachse, mit der
starksten Expression an der Villusspitze und der schwéachsten in den Krypten (Chowdhury et
al., 1985; Pinkus et al., 1977). Die synchronisierte Expression von Mrp2, Phase |- und Phase II-
Enzymen ermdoglicht somit eine effektive Elimination der konjugierten Metabolite
unerwinschter Stoffe aus dem Darmepithel. Abbildung 47 zeigt schematisch die Kooperation
von Mrp2 und den Phase Il-Enzymen.
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Abbildung 47: Schematische Darstellung des Zusammenspiels der Phase I- (CYP3A und 2B1) und Phase II- (UGT) Enzyme mit Mrp2.
Dargestellt ist das Expressionslevel entlang des Darms. Die Phase I- und II-Enzyme produzieren verschiedene Konjugate, die von Mrp2 aus
den Enterozyten in das Darmlumen eliminiert werden. Gleichzeitig kann Mrp2 in die Zellen wieder eingetretene Konjugate erneut
heraustransportieren.

Neben dem Zusammenspiel von Mrp2 und den metabolischen Enzymen kann aber auch eine
funktionelle Interaktion von Mrp2 und verschiedenen intestinalen Aufnahme-Transportern
wie Oatpla5 zur Aufrechterhaltung des Enterohepatischen Kreislaufs von Gallensalzen und
Bilirubin angenommen werden. Mrp2 ist im vorderen Darmabschnitt, in dem auch die
Einmindung des Gallengangs in den Darm liegt, besonders stark exprimiert. Gallensalze und
Bilirubin gelangen mit der Galle in den Darm und sind dort fiir die Lipid-Verdauung wichtig.
Damit diese Verdauung effektiv ist, ist es wichtig, dass die Wiederaufnahme der Gallenstoffe
erst im distalen Dinndarm stattfindet (Kullak-Ublick et al., 2004). Dort werden die
Gallensalz-Konjugate durch den Gallensalz-Transporter Asbt (SLC10A2) und Oatpla5 in die
Enterozyten aufgenommen und mit dem Blut zuriick zur Leber transportiert (Dawson et al.,
2005; Kullak-Ublick et al., 2004; Treinen-Moslen & Kanz, 2006). Eine verfriihte Absorption
der Gallensalze und des Bilirubins im vorderen Darmbereich sollte daher verhindert werden.
Dies wird durch die Aktivitdit von Mrp2 verhindert, das in diesem Darmsegment fir den
Racktransport (Efflux) von zu frih absorbiertem Bilirubin und Gallensalzen aus den
Enterozyten in das Darmlumen sorgt und damit sicherstellt, dass diese erst im distalen
Darmbereich absorbiert werden. Diese distale Absorption wird zusatzlich dadurch
gewabhrleistet, dass Oatpla5 —wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte- vor allem im
hinteren Bereich des Darms exprimiert wird. Damit kdnnen Mrp2 und Oatpla5 durch ihr
gegensatzliches Expressionsverhalten zu einer optimalen Lipid-Verdauung beitragen.
Moglicherweise dient die starke Expression von Mrp2 im vorderen Darmsegment auch zum
Schutz der in diesem Bereich lokalisierten Enterozyten vor einer Schadigung durch toxische
Metabolite, die dort mit der Gallenflissigkeit in den Darm gelangen und damit in diesem
Bereich hoch konzentriert vorliegen. Gut untersuchte Beispiele sind nichtsteroidale
antiinflammatorische Medikamente (NSAIDs) wie Diclofenac, die in der Leber u.a. zu
zytotoxischen Acylglucuroniden metabolisiert werden, die zur Ulceration und Inflammation
der Mucosa flihren (Treinen-Moslen & Kanz, 2006). Mrp2 koénnte zum Schutz der
Enterozyten beitragen, in dem es moglichst viele dieser toxischen Metabolite aus den Zellen
transportiert und damit gleichzeitig eine Dekonjugierung in die nichttoxische Muttersubstanz
durch die Darmbakterien fordert. Es ist denkbar, dass auch andere mit der Nahrung
aufgenommene Substanzen in der Leber zu toxischen Metaboliten transformiert werden und
die Enterozyten durch Mrp2 vor diesen geschitzt werden.

Im mittleren und hinteren Bereich des Darms wird der Schutz des Darms durch die Aktivitat
von Pgp und Bcrp ergdnzt. Dabei kann die erhéhte Expression von Pgp und Bcrp im distalen
Darm auch in direkten Zusammenhang mit der verstarkten Besiedelung des distalen Darms
durch Bakterien stehen. Durch die vermehrt im hinteren Darm vorkommenden Nahrstoff-
zersetzenden Bakterien liegen im hinteren Darm auch vermehrt freigesetzte toxische
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Bestandteile der Nahrung vor. Es ist daher vorteilhaft, wenn in diesem Bereich viele Efflux-
Transporter exprimiert werden, die eine Aufnahme dieser Stoffe in den Korper verhindern.
Durch ihr breites Substratspektrum kénnen Pgp und Bcrp die Abwehr einer groRen Zahl
toxischer Nahrungsbestandteile bewirken. Die Beteiligung beider Transporter an der
Elimination von Phytotoxinen bzw. zytotoxischen Pflanzenbestandteilen ist bereits
nachgewiesen worden. So transportiert Bcrp Pheophorbid A, ein toxisches Chlorophyll-
Abbauprodukt, und Pgp natirliche Toxine wie Digoxin aus den Zellen zurick in das
Darmlumen (Jonker et al., 2002; Asashima et al., 2006; Greiner et al., 1999).

Es wird darliber hinaus auch vermutet, dass toxische Substanzen durch ein konzertiertes
Zusammenarbeiten von Pgp und CYP3A im hinteren Darm abgewehrt werden (Benet &
Cummins, 2001; Christians, 2004; Cummins et al., 2002). Beide verhindern nach dieser
Hypothese zusammen die Absorption von toxischen Substanzen, die sowohl Pgp- als auch
CYP3A-Substrat sind, indem Pgp durch den Efflux der in die Enterozyten aufgenommenen
Substanzen eine Erhéhung der Metabolismusrate bewirkt. Man vermutet, dass der
Substanzanteil der in den Zellen an den CYPs vorbeidiffundiert ohne dabei metabolisiert zu
werden, durch den Pgp-Efflux und anschlieenden Wiedereintritt in die Zelle eine weitere
Chance erhdlt, metabolisiert zu werden. Die Autoren stiitzen ihre Behauptung auf
verschiedene Beobachtungen bei Aufnahmeversuchen von Substanzen in den Kérper. Wurde
die Aufnahme einer Substanz in die Zellen zusammen mit dem Pgp-Inhibitor Elacridar
durchgefiihrt, konnte gleichzeitig eine Verminderung des CYP3A-Metabolismus und eine
damit verbundene erhohte Bioverfugbarkeit der Muttersubstanz beobachtet werden.
Koinkubation mit einem Inhibitor fir Pgp und CYP3A flihrte zu einer weiteren Erhéhung der
Bioverfligbarkeit der Substanz, da sowohl Pgp wie auch CYP3A in ihrer Aktivitdt gemindert
waren (Benet & Cummins, 2001; Benet et al., 2003; Cummins et al., 2002). Die aufgestellte
Hypothese zur gemeinsamen Abwehr toxischer Substanzen durch Pgp und CYP3A wird durch
weitere Befunde gestiitzt. Zum einen besitzen beide ein Uberlappendes Substratspektrum
(Wacher et al., 1995) und werden durch den Transkriptionsfaktor SXR reguliert Synold et al.,
2001). Zum Anderen kommen beide in Enterozyten vor und sind innerhalb der Zelle
kolokalisiert d.h., CYP3A wird im Endoplasmatischen Retikulum in Nahe zur apikalen
Zellmembran exprimiert (Cummins et al., 2001).

Dieses von Benet & Cummins, 2001 erstmalig beschriebene Pgp/CYP3A-Kooperativitats-
Konzept steht allerdings nicht ein Einklang mit dem mittlerweile akzeptierten
Transportmechanismus  von Pgp. Obwohl  es mehrere  Vorschlage  zum
Transportmechanismus wie das ,,hydrophobe Staubsauger-Konzept” (Raviv et al., 1990) oder
als dessen Erganzung das ,Flippase-Konzept” (Higgins & Gottesman, 1992) gibt, ist ihnen
gemeinsam, dass das Substratmolekul zuerst in die Zellmembran gelangen muss, und zwar in
die innere Halfte (Shapiro & Ling, 1997a), um von dort durch Pgp aus der Zelle heraus
transportiert zu werden (Aanismaa et al.,, 2008; Omote & Al-Shawi, 2006; Rauch & Pluen,
2007; Seelig, 2006). Das heildt, Substrate, die Pgp aus der Zelle heraus transportiert hat,
werden nach Wiedereintritt bereits in der Zellmembran abgefangen und haben so keine
Gelegenheit, nochmals von CYP3A metabolisiert zu werden. Nimmt man allerdings in diesem
Konzept die Beteiligung von Aufnahme-Transportern an, kénnte so das Substrat durch die
Membran hindurch an Pgp vorbei in das Zytoplasma gelangen und dort metabolisiert
werden. Diese vermutete Beteiligung von Aufnahme-Transportern wird auch durch die im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Expressionsanalysen gestitzt, die eine
Ubereinstimmende starke distale Expression von Pgp und den Aufnahme-Transportern
oatpla5 und oatp2bl aufzeigten.

Ein Zusammenspiel von Efflux-Transportern und Oatps kann -abgesehen von einem
vergleichbaren Expressionsmuster- auch aus anderen Befunden abgeleitet werden. Zum
einen haben die Efflux-Transporter Bcrp und Pgp mit verschiedenen Oatps ein
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Uberlappendes Substratspektrum, z. B. transportieren sowohl Pgp als auch Oatps Digoxin
und Fexofenadin. Viele Inhibitoren hemmen darlber hinaus nicht nur Pgp, sondern auch
Bcrp und/oder Oatps. Cvetkovic et al., 1999 haben fir 11 Pgp-Substrate/Inhibitoren einen
inhibitorischen Effekt auf den OATP-vermittelten Transport in Caco-2-Zellen gemessen. Auch
Flavonoide, die in den meisten Friichten und Gemiisen vorkommen, wie z.B. Naringin und
Naringenin als Inhaltsstoffe von Grapefruitsaft oder Hesperidin aus der Orange sowie
Quercetin interagieren sowohl mit Pgp als auch mit Oatps (Dresser et al., 2002). Aus den
genannten Beobachtungen kann damit die Hypothese abgeleitet werden, dass, evolutionar
gesehen, die Entwicklung weniger ,Breitband-Transporter” fiir Aufnahme und Efflux von
sekundaren Nahrungsbestandteilen (Oatps und Pgp/Bcrp) gegeniber vielen spezifischen
Transportern vorteilhaft war. Diese evolutiondre Transporter-,Entwicklung” ist im
Zusammenspiel mit dem mechanischen, enzymatischen und bakteriellen Aufschluss der
Nahrung vorwiegend im distalen Darm zu sehen. Dabei wird in Kauf genommen, dass
gewlnschte Stoffe, die durch Oatps aufgenommen werden durch Pgp und Bcrp z.T. wieder
aus den Zellen heraus transportiert werden und umgekehrt unerwiinschte Stoffe, die durch
den Pgp- und Bcrp-vermittelten Efflux von den Zellen fern gehalten werden, durch Oatps
wieder in die Zellen gelangen (Abbildung 48). Dabei findet mdglicherweise eine Bevorzugung
der einen oder anderen Transportrichtung Gber unterschiedliche Affinitaten der Transporter
zum Substrat statt (wie fiir Naringin gezeigt wurde). Dariber hinaus scheint es sich um ein
sehr flexibles System handeln, dass sich relativ schnell und gut an eine verdanderte
Zusammensetzung der Nahrung anpassen kann. Dies wird durch die Beobachtung gestutzt,
dass Ratten aus der freien Umgebung eine deutlich starkere Pgp-Expression als Labortiere
haben (Green et al.,, 2005) und Fische und Mollusken in vergleichsweise verschmutzten
Wasser mehr Transporter exprimieren als im sauberen Wasser (Bard, 2000; Green et al.,
2005). Man kann in diesem Zusammenhang auch von einer ,Aktivitat nach Bedarf” sprechen.

Oatpla5  Oatp2b1

Influx

Bcrp Pgp

A e

Abbildung 48: Schematische Darstellung des Zusammenspiels der Aufnahme-Transporter Oatpla5 und Oatp2bl mit Bcrp und Pgp. Durch
ein Uberlappendes Substratspektrum kénnen Berp und Pgp viele der durch Oatps aufgenommenen und moglicherweise toxischen Stoffe
abfangen und so die Zelle schitzen.

5.2 Einfluss von Transportern auf die Absorption von
Arzneistoffen

Intestinale ABC-Transporter verhindern die Aufnahme vieler oral verabreichter Arzneistoffe
in das Blut durch einen Efflux zurlck in das Darmlumen. Flr Voraussagen Uber die zu
erwartende intestinale Absorption eines Arzneistoffes, der Substrat eines ABC-Transporters
ist, werden in vitro-Daten wie zelluldre Transportstudien und Expressionsanalysen des
entsprechenden Transporters in verschiedenen Darmabschnitten herangezogen. Je hoher die
Transporter-Expression, desto geringer wird im Allgemeinen die zu erwartende Absorption
des Arzneistoffes sein. Die tatsdchliche intestinale Absorption einer Substanz kann aber
neben der Expressionsstiarke noch von anderen Faktoren beeinflusst werden, wie einer
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durch posttranslationelle Modifikation veranderten Transporter-Aktivitat, Wirkstoff-
Wirkstoff- bzw. Wirkstoff-Nahrung-Interaktionen und Degradation des Wirkstoffes durch die
Darmbakterien. Es ist daher wichtig zu wissen, welchen Einfluss die Expressionsstdrke eines
Arzneistoff-Transporters tatsachlich auf die Absorption einer Substanz aus dem Darmlumen
hat, wenn diese zur Vorhersage der intestinalen Absorption herangezogen werden soll.

Zu diesem Zweck wurden in Ratten Absorptionsstudien mit einem Pgp-Substrat in Bereichen
des Darms mit unterschiedlich starker Pgp-Expression durchgefiihrt. Dazu wurden ein
vorderer und ein hinterer Abschnitt des Diinndarms mit einer Fexofenadin haltigen Losung
perfundiert und die Absorption von Fexofenadin aus diesen Darmabschnitten in das portale
Blut gemessen.

Die durchgefiihrten Studien zeigen, dass etwa doppelt so viel Fexofenadin im vorderen
Dinndarmabschnitt absorbiert wurde wie im hinteren Abschnitt (Abbildung 23). Das
Absorptionsprofil von Fexofenadin ist damit gegenlaufig zum Expressionsprofil von Pgp. Dort
wo viel Pgp exprimiert wurde, war die Absorption von Fexofenadin am niedrigsten, in
Darmsegmenten mit niedriger Pgp-Expression war sie am hochsten (Abbildung 23). Um zu
beweisen, dass die gemessenen Absorptionsunterschiede von Fexofenadin entlang des
Darms tatsachlich auf eine unterschiedliche starke Pgp-Expression zuriickzufiihren sind,
wurde die Perfusion der Darmabschnitte mit Fexofenadin auch in Anwesenheit des Pgp-
Inhibitors PSC-833 durchgeflihrt. Es konnte gezeigt werden, dass in Anwesenheit von PSC-
833 im hinteren Darmabschnitt deutlich mehr Fexofenadin absorbiert wurde. Das AusmafR
der Absorption war sogar vergleichbar zu der Absorption im vorderen Darmabschnitt
(Abbildung 23). Damit konnte eindeutig demonstriert werden, dass Pgp fiir die verminderte
Absorption von Fexofenadin im hinteren Darmabschnitt der Ratte verantwortlich war und
dass die Expressionsstarke von Pgp auch die Pgp-Aktivitat widerspiegelt.

Dieses Ergebnis ist konsistent mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. Kikuchi et al., 2006
konnten in Ussing-Kammer-Versuchen einen im Vergleich zum proximalen Fexofenadin-
Transport geringeren distalen Transport messen und Ujie et al., 2008 zeigten im lleum einen
deutlich starkeren Fexofenadin-Transport in Serosa-zu-Mukosa-Richtung als in Mukosa-zu-
Serosa-Richtung. Auch in Mdusen konnte der Pgp-vermittelte Efflux von Fexofenadin
nachgewiesen werden. Tahara et al., 2005 konnten nach oraler Gabe einen héheren
Plasmaspiegel von Fexofenadin in mdrla/1b-Knock out-Mausen als in Wildtyp-Tieren
messen.

Verfligbare Humanstudien weisen dagegen auf keinen eindeutig dominierenden Efflux von
Fexofenadin durch Pgp hin. Versuche, den Pgp-bedingten Efflux von Fexofenadin mit
Ketoconazol zu inhibieren fihrten bei Tannergren et al., 2003 zu keiner verstarkten
Aufnahme. Mehrere Studien konnten zudem eine verringerte Aufnahme von Fexofenadin
durch verschiedene Fruchtsafte und die darin enthaltenen Substanzen Naringin und
Hesperidin zeigen, die als Inhibitoren von Oatps bekannt sind (Bailey et al., 2007; Dresser et
al., 2002; Glaeser et al., 2007). Dem gegenliiber steht allerdings eine Transport-Studie mit
Fexofenadin in Caco-2-Zellen, in der ein deutlicher Pgp-Efflux von Fexofenadin und keine
Aufnahme durch Oatps gefunden werden konnte (Petri et al., 2004). Allerdings stellt sich die
Frage, inwieweit diese Zellen eine Oatp-Aktivitat im physiologischen Bereich zeigen.
Moglicherweise besteht ein Spezies-Unterschied in der Transporter-vermittelten Absorption
von Fexofenadin und zwar in der Hinsicht, dass in Ratten der Efflux Gber die Aufnahme
dominiert wahrend im Menschen moglicherweise eine starkere aktive Aufnahme von
Fexofenadin zu beobachten ist.

Interessant ist auch der Vergleich mit der Einordnung von Fexofenadin in das
Biopharmazeutische Klassifizierungssystem (BCS) zur Vorhersage der Absorption von oral
verabreichten Substanzen (Wu & Benet, 2005). Amidon et al., 1995 teilen mit diesem System
Substanzen nach dem Mal} ihrer intestinalen Absorption in vier Klassen ein, wobei die
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Absorptionsrate von der Loslichkeit und Permeabilitdt der jeweiligen Substanz bestimmt
wird. Damit ist ein Instrument geschaffen worden, dass Aussagen zur intestinalen Absorption
im Vorfeld von Tierversuchen erméglicht und damit dazu beitragen kann, in vivo-Studien zu
reduzieren. Voraussetzung ist, dass die vorausgesagten Daten auch tatsachlich Gbertragbar
sind. Im weiterentwickelten System von Wu & Benet, 2005 wird fiir jede der vier Klassen eine
unterschiedliche Beteiligung von Transportvorgdngen an der Absorption angenommen
(Abbildung 49). Fexofenadin gehort zur Klasse 3 (Varma & Panchagnula, 2005; Wu & Benet,
2005). Die Loslichkeit ist hoch, da Fexofenadin als Zwitterion vorliegt, damit lber einen
breiten pH-Bereich polar ist und daher ausreichend hydrophil ist. Die Permeabilitat wird je
nach Autor als moderat bis gering eingestuft (Tannergren et al., 2003; Varma & Panchagnula,
2005). In Klasse 3 beeinflussen nach (Wu & Benet, 2005) vor allem Aufnahme-Transporter
die Absorption der Substanz. Auf Grund der guten Loslichkeit ist sie zwar in ausreichender
Konzentration im Darmlumen vorhanden, die geringe Permeabilitdit muss aber durch die
aktive Aufnahme ausgeglichen werden. Wahrend mit diesem System moglicherweise eine
gute Vorhersage der erwarteten Transporter-Interaktion mit Fexofenadin im Menschen
moglich ist, da hier die Aufnahme-Transporter offensichtlich tGber den Efflux dominieren,
scheint es nicht geeignet fur die Vorhersage der erwarteten Transporter-Interaktion in
Ratten zu sein, da hier der Efflux Uber die aktive Aufnahme dominiert. Daraus kann
abgeleitet werden, dass Transportversuche mit Caco-2-Zellen méglicherweise ungeeignet zur
Bestimmung der Absorption von Klasse 3-Substanzen sind, da die Aufnahme-Transporter in
ihnen zu gering exprimiert sind.

hohe Léslichkeit

niedrige Loslichkeit

Klasse 1

minimale
Transportereffekte

Klasse 2

vorallem
Efflux-Effekte

Klasse 3

vorallem
Influx-Effekte

Klasse 4

Influx- und Efflux-
Effekte mdglich

niedrige Permeabilitdt hohe Permeabilitat

Abbildung 49: Erwartete Beteiligung von Aufnahme- und Efflux-Transportern an der intestinalen Absorption von oral verabreichten
Substanzen in den vier Klassen des Biopharmazeutischen Klassifizierungssystems (BCS). Verdndert nach Wu & Benet, 2005.

5.3 Zellulare Transportstudien

Parallel zu den erfolgten Transporter-Expressionsanalysen wurde eine Methode entwickelt
und optimiert, um Primadrkulturen von Darmepithelzellen der Ratte zu etablieren. Im
Folgenden wird zundchst die Isolierung der Enterozyten kritisch diskutiert anschlieBend die
etablierte Primarkultur in Hinblick auf ihre Einsetzbarkeit fir Transportstudien bewertet.

5.3.1 Isolation und Kultivierungsméglichkeiten isolierter Enterozyten

Zur Verwendung von isolierten Ratten-Enterozyten in Transportstudien musste zuerst ein
Isolationsprotokoll entwickelt werden, dass es ermdéglicht, viable und transportaktive Zellen
zu erhalten. Als optimale Methode erwies sich die sequentielle Isolierung der Enterozyten
mittels Chelation durch EDTA. Hierdurch erfolgte eine Trennung der Krypt- und
Villusepithelzellen, die es ermdglichte eine getrennte Charakterisierung dieser verschiedenen
Darmepithelzell-Populationen durchzufiihren. Die Enterozyten wurden durch Inkubation des
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Darms auf einem Horizontal-Schittler in mehreren Etappen freigesetzt. Es I6sten sich
zundchst die Villus- und dann die Kryptenzellen ab. Die Vitalitdit der auf diese Art
gewonnenen Epithelzellen lag anfanglich bei 80 bis 90 %. Bereits nach mehreren Stunden
traten jedoch starke Vitalitatsverluste auf, wodurch eine Kultivierung in Zellkulturplatten
nicht gelang. Die Zellen adharierten auf keiner der verwendeten Plattenbeschichtungen und
Uberlebten nur einige Stunden nach der Isolation.

Die schlechte Kultivierbarkeit von Enterozyten wurde bereits in der Literatur beschrieben,
wobei sich dieses Phanomen nicht bei allen Spezies gleich ausgepragt zeigte (Bader et al.,
2000). Die lIsolation von Enterozyten aus Vogeln, dem Schwein, Meerschweinchen und
Kaninchen scheint besser zu gelingen (Bader et al., 2000; Caldwell et al., 1993; Gross et al.,
1986; Moore et al., 1994). Der Verlust der adharierenden Eigenschaften scheint dagegen bei
isolierten Enterozyten aus adulten Ratten besonders stark ausgepragt zu sein und weniger
stark bei isolierten Enterozyten aus fotalen oder neugeborenen Ratten. Das
Adhadrenzverhalten spiegelte sich letztendlich auch im Kultivierungserfolg wider. Wahrend
Enterozyten aus adulten Ratten nur wenige Stunden nach lIsolation Uberlebten, konnten
Enterozyten aus fotalen oder neugeborenen Ratten durchaus tUber mehrere Tage kultiviert
werden. (Fukamachi, 1992; Pageot et al., 2000). Da sich die mangelnde Adhérierbarkeit der
Enterozyten und der rapide Vitalitatsverlust sowohl bei enzymatischer als auch
mechanischer Isolation aus dem Gewebe zeigte (Bader et al., 2000; Caldwell et al., 1993;
Moore et al., 1994), ist anzunehmen, dass die Entnahme der Enterozyten aus dem
Gewebeverband, d.h. der Verlust von Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktionen bereits eine
Apoptose der Enterozyten ausldst und nicht mit der Isolationsprozedur assoziiert ist. Auch in
vivo zeigen die Enterozyten eine nur sehr begrenzte Lebensdauer von 2-5 Tagen. Nach der
terminalen Differenzierung an der Villusspitze |6sen sie sich aus dem Zellverband und
werden schlieflich ins Darmlumen abgestoBen. Moglicherweise reflektiert das limitierte
Vitalitatsverhalten der Enterozyten in vitro somit die in vivo -Situation.

5.3.2 Morphologie und Differenzierung isolierter Enterozyten

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden die unterschiedlichen Enterozyten-
Populationen entlang der Villusachse in Hinblick auf Morphologie, Differenzierungsgrad und
Expression verschiedener Efflux-Transporter charakterisiert.

Es lieBen sich Unterschiede in der Morphologie und der Proteinexpression feststellen, je
nachdem ob es sich bei den Enterozyten um unreife, noch proliferierende oder aber um
funktionell ausdifferenzierte Zellen handelte. Das Diinndarmepithel zahlt zu den sich
besonders aktiv erneuernden Geweben des Korpers. Proliferationsfahige Krypt-Epithelzellen
differenzieren Uberwiegend zu entero-adsorptiven Zellen (reife, ausdifferenzierte
Enterozyten) und Becherzellen aus, einige jedoch auch zu entero-endokrinen, Paneth- oder
selteneren Zelltypen (Madara & Trier, 1994). Im Laufe ihrer Differenzierung kommt es bei
den entero-adsorptiven Zellen zur Expression verschiedener Enzyme, die fir digestive und
adsorptive Funktionen wichtig sind. AuBerdem treten Anderungen in Bezug auf die
Morphologie auf.

Die im Rahmen dieser Arbeit sequentiell isolierten Enterozyten der Villusachse wiesen die
mit dem unterschiedlich ausgepragten Differenzierungsgrad verbundenen morphologischen
Charakteristika auf (Abbildung 24). Die Krypten, die im Ganzen isoliert wurden, zeigten die
typischen fingerférmigen Einstllpungen an den lappenférmigen Villi. Nur die dltesten Zellen
an der Villusspitze waren von langlicher Gestalt. Bei ihnen war deutlich der Birstensaum aus
Mikrovilli zu erkennen. Die Zellen unterhalb der Villusspitze waren deutlich abgerundeter,
ein Biirstensaum war nicht erkennbar.
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Neben Anderungen in der Morphologie zeigten sich mit zunehmendem Differenzierungsgrad
auch Unterschiede in der Expression von Differenzierungsmarkern. Undifferenzierte, noch
proliferationsfahige  Krypt-Epithelzellen  zeigten  die  starkste  Expression  des
Proliferationsmarkers PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), starker differenzierte Zellen
hingegen eine deutliche Abnahme der PCNA-Expression (Abbildung 26). Damit spiegelt
dieses Expressionsmuster den Verlust der Proliferationsfahigkeit mit zunehmender Alter und
Differenzierungsgrad wider.

Villin, ein aktinbindendes Strukturprotein, dass im Kern der Mikrovilli von Epithelzellen zu
finden ist (George et al., 2007) zeigte ein vergleichbar starke Expression in allen untersuchten
Enterozyten-Populationen (Abbildung 27). Dieses Ergebnis steht in Einklang mit bereits
publizierten Daten (Freeman, 1995; Thiebaut et al., 1987; Trezise et al., 1992). Es lasst
vermuten, dass Villin schon relativ frih im Differenzierungsprozess von Enterozyten
exprimiert wird.

Die Transporter-Expression entlang der Villusachse scheint einem fiir alle Transporter
ahnlichem Muster zu folgen. Pgp und Bcrp waren beide an der Villusspitze am starksten
exprimiert. Zu den Krypten hin nahm die Expression ab (Abbildung 28 und Abbildung 29).
Dieses Expressionsverhalten wurde bereits von anderen Autoren fiir Pgp in Enterozyten aus
der Ratte und dem Menschen beschrieben (Freeman, 1995; Thiebaut et al., 1987; Trezise et
al., 1992). Fir Bcrp gibt es bisher nur eine Studie in der Maus, wo ebenfalls eine zunehmende
Bcrp-Expression mit erhdhten Differenzierungsgrad gezeigt werden konnte (Rayss, 2009).

Ein dhnliches Expressionsmuster in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad der Enterozyten
wurde auch fir Mrp2, PepT1 und LAT2 beschrieben (Dave et al., 2004; Mottino et al., 2000;
Ogihara et al., 1996; Ogihara et al., 1999).

Fir Oatpla5 und Oatp2bl sind keine vergleichbaren Studien verdéffentlicht. Es ist aber zu
erwarten, dass beide Transporter ebenfalls an der Villusspitze am starksten exprimiert sind,
denn die Villusspitze hat den besten Kontakt zum Darmlumen und ermdéglicht daher durch
die Expression von Aufnahme- und Efflux-Transportern eine effiziente Aufnahme von
Nahrstoffen aus dem Darmlumen wie auch die Sekretion von unerwiinschten Stoffen.

5.3.3 Transporteraktivitdit in primdren Ratten-Enterozyten

Fir die funktionellen Untersuchungen wurden Zellfraktionen eingesetzt, die als Hauptanteil
reife, ausdifferenzierte Darmepithelzellen enthielten. Wie im vorangegangen Kapitel
beschrieben, zeigte diese Enterozyten-Population die héchste Transporter-Expression und
qualifizierte sich daher fir die funktionellen Studien. Wie eingangs erwdhnt, waren die Zellen
nur sehr eingeschrankt in der Lage, auf einer Zellkulturplatte zu adhdrieren und konnten
daher nur als Suspensionskultur fur die Transportstudien verwendet werden.

Fir Transporterstudien wurden gut charakterisierte Transporter-Substrate eingesetzt, um
daraus Riickschllsse auf die Identitdt der verantwortlichen Transporter ziehen zu kénnen.

Transport von Digoxin in isolierten Enterozyten

Fir die Uberprifung von dominierenden Transporteraktivititen d.h., Aufnahme-
Transporteraktivitat versus Efflux-Transporteraktivitdt wurde Digoxin eingesetzt. Digoxin ist
ein oral verabreichtes, schlecht wasserlosliches Sekundarglycosid aus dem Fingerhut
(Digitalis) und wird bei Herzinsuffizienz eingesetzt. Die Bioverfligbarkeit schwankt mit 40 -
90 % erheblich (Huffman, 1976; Kramer & Reuning, 1978; Meister et al., 1984). Auf Grund
der lipophilen Eigenschaft von Digoxin wurde zuerst vor allem eine passive Diffusion in die
Enterozyten angenommen (Caldwell et al., 1969). Mittlerweile ist aber bekannt, dass Digoxin
von verschiedenen Aufnahme- und Efflux-Transportern transportiert wird (Yao & Chiou,
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2006). Abbildung 50 zeigt schematisch die am Digoxin-Transport beteiligten Transporter. Die
apikale Aufnahme von Digoxin erfolgt wahrscheinlich durch Oatps. Dies wird aus der
Aufnahme von Digoxin durch Oatps in der Leber und Niere abgeleitet (Mikkaichi et al., 2004;
Noe et al., 1997; Reichel et al., 1999), Die basolaterale Sekretion erfolgt wahrscheinlich iber
einen unbekannten basolateralen Transporter (Yao & Chiou, 2006). Die Absorption von
Digoxin wird allerdings stark durch Pgp beeinflusst, denn aus zahlreichen Studien geht
hervor, dass Digoxin ein Pgp-Substrat ist (Greiner et al., 1999; Igel et al., 2007; Sababi et al.,
2001), wodurch sich die schwankenden Bioverfiigbarkeiten erklaren lassen. Neben dem Pgp-
vermitteltem Efflux wird auch eine Beteiligung von Mrp2 diskutiert (Yao & Chiou, 2006). Die
Aufnahme von Digoxin in die Zelle kann dariber hinaus auch basolateral unter Beteiligung
der Na/K-ATPase erfolgen (Cavet et al., 1996; Kang & Weiss, 2002).

Digoxin apikal

2244

!

; = basolateral

Digoxin

Abbildung 50: Ubersicht {iber die am Digoxin-Transport in Enterozyten beteiligten Transporter. Passive Diffusion ist durch den
unterbrochenen Pfeil dargestellt. Verdndert nach Yao & Chiou, 2006.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Digoxin zeit- und
konzentrationsabhdngig von frisch isolierten Ratten-Enterozyten aufgenommen wurde
(Abbildung 31 und Abbildung 32). Die Aufnahme zeigte einen fir durch Transporter
vermittelte Prozesse typischen zeit- und konzentrationsabhangigen sattigbaren Verlauf und
damit eine Michaelis-Menten-Kinetik.

In der Ratte wurde der Transport von Digoxin bisher fiir Oatpla4 in Leber und Gehirn (Cheng
et al., 2005; Noe et al., 1997) und Oatp4cl in der Niere (Mikkaichi et al., 2004) beschrieben.
Von den humanen OATPs transportiert OATP1B3 Digoxin mit Abstand am besten, es wurde
aber auch eine Aufnahme durch OATP1A2, OATP2B1 und OATP1B1 gezeigt (Kim, 2003;
Kullak-Ublick et al., 2001), die alle in humanen Enterozyten exprimiert werden (Glaeser et al.,
2007). Betrachtet man die Ubereinstimmung der Aminosiduresequenz und damit die
phylogenetische Verwandtschaft zwischen humanen OATPs und Ratten-Oatps zeigt sich, dass
OATP2B1 die mit Abstand grofRte Homologie mit seinem Ortholog Oatp2b1 hat (Hagenbuch
& Meier, 2003). Dies stiitzt die Annahme eines Transports von Digoxin durch das auch in
Ratten-Enterozyten exprimierte Oatp2b1.

Da die Transportstudien in der hier vorgelegten Arbeit im Suspensionsansatz durchgefiihrt
werden mussten, kann in diesen Versuchen nicht zwischen einem gerichteten Transport Gber
die apikale oder basolaterale Membran unterschieden werden. Aufnahme- und Efflux-
Prozesse kdonnten sich daher Gberlagern. Um diese beiden Vorgange voneinander zu trennen
wurden Inhibitionsversuche mit zwei bekannten Pgp-Inhibitoren, PSC-833 und Elacridar,
durchgefiihrt. Die Inhibition von Pgp sollte zu einer verstarkten Akkumulation von Digoxin
fihren. Das Ergebnis war allerdings Uberraschend. Es zeigte sich nicht eine verstarkte
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Anreicherung, sondern eine konzentrationsabhangige Abnahme der intrazellularen
Digoxinkonzentration (Abbildung 34). Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass beide Inhibitoren
nicht nur Pgp, sondern auch die Aufnahme-Transporter fiir Digoxin gehemmt haben; ein
Verhalten, dass schon fir verschiedene, vermeintlich spezifische Efflux-Transporter-
Inhibitoren beschrieben wurde (Badagnani et al., 2008; Cvetkovic et al., 1999).

Auch die verstarkte Akkumulation von Digoxin bei Kalte (Abbildung 31) kénnte auf die starke
Aktivitat eines Aufnahme-Tranporters und auf eine weniger ausgepragte Pgp-Aktivitat
hinweisen. Denn Kalte inhibiert zwar energieabhdngige Vorgange wie den ATP-abhdngigen
Efflux von Digoxin, nicht aber notwendigerweise Austauschtransporter wie die Oatps. Oatps
tauschen extrazelluldares Substrat gegen intrazellular vorhandenes Bikarbonat und Gluthation
aus (Tirona & Kim, 2007) und zwar moglicherweise so lange, bis der Vorrat an Bikarbonat
oder Gluthation in der Zelle aufgebraucht ist. Eine kaltebedingte Inhibition des Efflux-
Transporters bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung der Aufnahme-Aktivitat fihrt dann zu einer
intrazellularen Akkumulation des Transportersubstrates, so wie es im Falle von Digoxin zu
beobachten war.

Die Aktivitatsabnahme von Efflux-Transportern nach Isolation der Zellen aus dem
Gewebeverband wurde bereits flir Hepatozyten eingehend beschrieben. Grund fir die
Aktivitatsabnahme ist der Verlust der Zellpolaritat nach der Isolation aus dem Gewebe
(Maurice et al., 1988). Durch Verlust der Zellpolaritit kommt es in den isolierten
Hepatozyten zur Verdanderung der Oberflachenproteinverteilung und auch zur Umverteilung
kanalikular exprimierter Efflux-Transportproteine in subapikale oder zytosolische Bereiche.
Die Transporter werden dabei in Vesikeln eingelagert und nachfolgend lysosomal degradiert.
Beschrieben wurde dieser Mechanismus bisher fiir die Transportproteine Pgp, Mrp2 und
Bsep (Bow et al., 2008; Hoffmaster et al., 2004; Seglen & Solheim, 1977; Sekine et al., 2006;
Zhang et al., 2005). Die Internalisierung scheint eine Antwort auf den oxidativen Stress zu
sein, den die Zelle wahrend der Isolation ausgesetzt ist. Moglicherweise wird auf diese Art
und Weise ATP eingespart, das jetzt vor allem fir die anabolen Vorgdnge in der Zelle
verwendet werden muss, um die Vitalitat der Zelle zu erhalten. Dabei ist eine Neusynthese
der Transporter notwendig, um wieder voll funktionsfahige Efflux-Transporter zu erhalten.
Diese Neusynthese erfolgt in primdren Hepatozytenkulturen aber erst nach einigen Tagen in
Kultur. Interessanterweise ist das Aktivitatsprofil der Aufnahme- und Efflux-Transporter in
den primdren Hepatozytenkulturen gegenldaufig. Wahrend die Efflux-Transporter ihre
Aktivitat erst nach ein paar Tagen wiedererlangen, sind die Aufnahme-Transporter auch in
frisch isolierten, depolarisierten Zellen aktiv, verlieren allerdings ihre Aktivitat im Laufe der
Kultvierung. Da die SLC-Transporter im Gegensatz zu den ABC-Transportern keine primar
aktiven Transporter darstellen d.h., fir den Transport kein ATP bendtigen, besteht fur die
Zelle keine Veranlassung, dieses Transportsystem abzuschalten um ausreichend Energie fir
anabole Prozesse bereitzustellen. Hinzu kommt, dass die SLC-Transporter in ihrer
urspriinglichen Funktion Nahrstoff- oder lonen-Transporter sind und daher fiir die basale
Versorgung der Zelle essentiell und damit nicht entbehrlich sind. Efflux-Transporter hingegen
kénnen in ihrer Funktion als Eliminatoren von Xenobiotika, also fremden Stoffen die zwar
potentiell aber nicht notwendigerweise toxisch sind, eher als ,evolutiondrer Luxus”
betrachtet werden und sind daher (zumindest voribergehend) entbehrlich. Es ist
anzunehmen, dass Enterozyten sich nach der Isolation vergleichbar verhalten wie frisch
isolierte Hepatozyten d.h., sie internalisieren die energieaufwendigen Efflux-Transporter und
erhalten die Aktivitat der fiir die Grundversorgung notwendigen Aufnahme-Transporter. Die
Aktivitat der verschiedenen Aufnahme-Transporter wurde daher in nachfolgenden
Experimenten genauer charakterisiert.
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Aktivitdt von PepT1 in isolierten Enterozyten

Oligopeptide werden im Darm Uber das Peptid-Transportersystem in die Enterozyten
aufgenommen (Rubio-Aliaga & Daniel, 2008). Pharmazeutische Relevanz erhielt dieses
System dadurch, dass es peptiderge Arzneistoffe, B-Lactam Antibiotika, ACE-Inhibitoren und
Prodrugs wie Valacyclovir erkennt und deren oftmals schlechte Bioverfligbarkeit deutlich
erhdhen kann (Brandsch et al., 2008).

Der bekannteste Transporter dieses Systems ist PepT1, es wurden aber auch andere Peptid-
Transporter im Darm nachgewiesen wie PHT1, PHT2 (=PTR3) und PT1 (Herrera-Ruiz et al.,
2001). Expressionsanalysen dieser Transporter im Darm sind z. T. widersprichlich und es
existieren noch keine umfassenden Aktivitdtsstudien. In einer Studie konnte gezeigt werden,
dass PHT2 in der Ratte nicht in den Enterozyten, sondern in den Payerschen Plaques und der
Lamina propria mucosae exprimiert wird (Sakata et al., 2001). Die subzelluldre Lokalisation
hat zudem ergeben, dass der Transporter intrazellular in der Membran von Lysosomen und
in Makrophagen, Leukozyten und Vakuolen verankert ist und daher wahrscheinlich eine Rolle
in der Immunreaktion z. B. auf Uber den Darm eingedrungene Organismen hat. In einer
anderen Studie konnte PHT2 dagegen in mukosalen Gewebeproben von Ratten
nachgewiesen werden (Herrera-Ruiz et al., 2001). Mdoglicherweise waren diese Proben mit
Makrophagen oder Leukozyten aus dem angrenzenden Gewebe kontaminiert. PHT1
hingegen, soll nur im humanen Darm nicht aber im Ratten-Darm exprimiert sein (Bhardwaj
et al., 2006; Carl et al., 2007). Uber das Substratspektrum von PT1 ist ebenfalls noch nicht
viel bekannt. Dieser Transporter gehdrt nicht zu der protonengekoppelten Oligopeptid-
Transporter-Familie (POT; SLC15) wie die anderen Transporter, sondern zur Cadherin-
Superfamilie, die eine Rolle bei der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten spielt.

Uber die Aktivitit von basolateralen Peptid-Transportern gibt es auch einige
Untersuchungen. Studien mit basolateralen Membranvesikeln aus der Kaninchen-Mukosa
konnten einen protonenabhangigen Efflux von Dipeptiden zeigen (Dyer et al., 1990). Studien
in Caco-2-Zellen bestdtigen die Aktivitdt eines basolateralen Peptid-Transporters, der
bidirektional transportiert. Die basolaterale Aufnahme war aber deutlich geringer als die
apikale Aufnahme (Inui et al., 1992; Sawada et al., 2001; Terada et al., 1999; Thwaites et al.,
1993).

Es wird -auch auf Grund mangelnder Informationen Uber andere Peptid-Transporter-
allgemein angenommen, dass das apikal exprimierte PepT1 der im Darm dominante Peptid-
Aufnahmetransporter ist (Kim et al., 2007; Rubio-Aliaga & Daniel, 2008). Diese Annahme
wird durch die Beobachtung gestitzt, dass in PepT1l-knock out Mausen die Aufnahme des
PepT1-Modellsubstrats Glycylsarcosin aus dem Darmlumen deutlich reduziert war (Hu et al.,
2008).

Auch im Rahmen dieser Arbeit wurden Aufnahmeversuche mit dem Dipeptid Glycylsarcosin
(Gly-Sar) durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass Gly-Sar zeit- und konzentrationsabhangig in die
isolierten Enterozyten aufgenommen wurde (Abbildung 37 und Abbildung 38).

PepTl zeigte in den Enterozyten fir diesen Transporter charakteristische
Transportmerkmale. Die Protonenabhdngigkeit des Peptid-Transports bedingt, dass die
Aktivitat von PepT1 pH-abhdngig ist. Wurde der pH-Wert des Assaypuffers von pH 7,4 auf 6
gesenkt, verdoppelte sich die Aufnahme von Gly-Sar (Abbildung 37). Diese Aufnahme war
temperatursensitiv und spezifisch durch das Dipeptid Gly-Gly inhibierbar, nicht aber durch
einzelne Aminosauren (Abbildung 40). Damit sind diese Ergebnisse konsistent mit anderen
Studien, die die pH-abhadngige Aktivitat von PepT1 zeigen konnten (Inui et al., 1992; Kennedy
et al., 2002; Terada et al., 2000).

PepT1 agiert als Symporter, der mit den Protonen Peptide in die Zelle herein transportiert
(Tsuda et al.,, 2006). Da die treibende Kraft kein ATP-Verbrauch sondern der in der Zelle
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vorherrschende Protonengradient ist, gehort PepT1l zu den sekunddr aktiven Transportern.
Fur die Aufrechterhaltung des Protonengradienten sorgt der Natrium/Protonen-Antiporter
NHE3 (SLC9A3), der ebenfalls in der apikalen Membran lokalisiert ist (Anderson & Thwaites,
2007). NHE3 ist auch ein sekundar aktiver Transporter, da er vom Natrium-Gradienten der
Zelle angetrieben wird. Der Natriumgradient wird schlief§lich von der basolateral gelegenen
Na/K-ATPase aufrechterhalten, die unter ATP-Verbrauch Natrium aus der Zelle transportiert
(Quigley & Gotterer, 1969). Eine schematische Ubersicht (iber diesen gekoppelten
Transportmechanismus gibt Abbildung 51. Damit kann davon ausgegangen werden, dass die
beobachtete Temperatursensitivitat nicht direkt mit der Inhibition des PepT1l-vermittelten
Transports zusammenhangt, sondern eher mit der Inhibition der Na/K-ATPase, einem primar

aktiven Transporter.
(_\ apikal
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Abbildung 51: Schematische Darstellung der am Peptidtransport im Darm beteiligten Transporter. Verandert nach Yang et al., 1999.

Es ist bekannt dass PepT1 eine niedrige Affinitdat zu seinen Substraten besitzt, gleichzeitig
aber eine hohe Transportkapazitat hat (Brandsch et al., 2008; Yang et al., 1999). Dies spiegelt
sich in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen gemessenen Ky-Wert fiir Gly-Sar im
millimolaren Bereich wider (24,7 mM, Abbildung 38). Studien mit Caco-2- oder LLCK-rPepT1
zeigten einen etwas niedrigeren Ky-Wert von etwa 2 mM (Kennedy et al., 2002; Sawada et
al., 1999). Die in den isolierten Enterozyten beobachtete geringe Affinitdt von PepTl zu
seinen Substraten konnte so zu erkldaren sein, dass der Transporter unter normalen
Bedingungen nur bei Bedarf aktiviert wird, ndmlich immer dann wenn durch
Nahrungsaufnahme viel Substrat vorhanden ist. Gleichzeitig kann das System sehr flexibel
auf ein verdndertes Nahrstoffangebot reagieren. Didten fihren in kurzer Zeit zu einer
Induktion von PepTl1, ebenso wie eine proteinreiche Erndhrung (Erickson et al., 1995;
Ogihara et al., 1999). Eine aminosdurereiche Erndahrung dagegen reduzierte die Expression
von PepTl, was als Reaktion auf die vermehrte Aufnahme dieser Aminosduren durch
vorhandene Aminosdure-Transporter zu sehen ist und damit die Homdostase des
Aminosaure-Haushaltes gewahrleistet (Ogihara et al., 1999). Dass Aminosauren selbst nicht
von PepT1 transportiert werden und auch nicht direkt inhibierend wirken zeigt Abbildung 40.
Nur Koinkubation mit dem Dipeptid Gly-Gly reduzierte die Aufnahme von Gly-Sar.

Im Menschen ist eine dominante Expression von PepTl im Duodenum mit anschliefender
Abnahme der Expression entlang des Darms zu beobachten (Herrera-Ruiz et al., 2001). In der
Ratte ist die Expression entlang des Darms relativ gleichmaRig (Erickson et al., 1995; Herrera-
Ruiz et al., 2001). Ein im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit erfolgter Vergleich der Aktivitat
von PepT1 in Enterozyten aus verschiedenen Bereichen des Dinndarms zeigt hingegen, dass
im vorderen Darm etwa doppelt so viel Gly-Sar aufgenommen wurde wie im hinteren
(Abbildung 39). Differenzen zum intestinalen Expressionsmuster von PepTl lassen sich
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moglicherweise durch eine unterschiedliche Robustheit der Zellen gegeniber dem
Isolationsprozess und einer damit verbundenen verdanderten Aktivitat der Transporter oder
unterschiedlicher Affinitat zum Substrat erklaren.

Zusammenfassend zeigen die Versuche, dass sich mit isolierten Enterozyten
Transportprozesse des Peptid-Transporters PepT1 darstellen lassen. Das Modellsubstrat Gly-
Sar wurde in Abhdngigkeit von der Zeit, Konzentration und eines Protonengradienten aktiv in
die Zellen aufgenommen. Diese Aufnahme lieR sich spezifisch und kompetitiv hemmen.

Aktivitdt von Aminosdure-Transportern in isolierten Enterozyten

Aminosduren werden bei nahezu allen grundlegenden zelluldaren Prozessen, wie z.B. der
Proteinbiosynthese, bendtigt. In die Enterozyten gelangen sie Giber die Nahrung durch aktive
Aufnahme durch apikale Aminosaure-Transporter oder UGber durch PepTl aufgenommene
Peptide, die in der Zelle durch Peptidasen gespalten werden. Da der Korper essentielle
Aminosduren wie Leucin in allen Zellen benétigt, wird auf der basolateralen Seite der
Enterozyten ein Transport-System bendétigt, das die Aminosduren in das Blut abgeben kann,
damit sie im Korper verteilt werden kdénnen (Broer, 2008). Gleichzeitig gewahrleistet ein
basolateraler Aufnahme-Transporter die Versorgung der Zelle mit spezifisch bendétigten
Aminosdauren unabhdngig vom Nahrungsangebot. Dies ist v. a. flir schnell proliferierende
Zellen wie Enterozyten wichtig. Aminosdure-Transporter sind aber auch von klinischer
Relevanz, da genetische Defekte dieser zu schweren Krankheiten flihren kénnen wie z. B.
Cystinurie. Daruber hinaus hat ihre Expression an der Blut-Hirn-Schranke fiir an Parkinson
Erkrankte Bedeutung, da z. B. L-DOPA ein Substrat fir den Transporter LAT1 ist, der auch
Arzneistoffe wie Melphalan und Baclofen transportiert (Reichel et al., 2002).
Aminosdure-Transporter kénnen nach ihrem Substratspektrum in verschiedene Gruppen
oder Systeme unterteilt werden. Ziel der Versuche dieser Arbeit war, stellvertretend die
Aktivitat von Aminosdure-Transportern, die neutrale Aminosduren transportieren, in frisch
isolierten Enterozyten zu untersuchen. Dazu wurde die Aufnahme von Leucin, einer
neutralen Aminosaure, in die Enterozyten untersucht.

In den Enterozyten sind mehrere Aminosdure-Transporter exprimiert, die Leucin
transportieren kénnen. Abbildung 52 zeigt schematlsch die am Leucin-Transport beteiligten
Transporter. In der apikalen Membran smd BAT/b AT (SLC7A9), B AT1 (SLC6A19) und ASCT2
(SLC7A10) exprimiert, basolateral 4F2hc/y LAT1 (y LAT1; SLC7A7) und TAT1 (SLC16A10).

Na* Na* apikal
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Abbildung 52: Schematische Darstellung der am Transport von neutralen Aminosduren im Darm beteiligten Transporter. Dargestellt ist
beispielhaft der Transport von Leucin. Links Darstellung der gesamten Transportvorgange, Mitte transzellularer Transport von Leucin von
apikal nach basolateral, rechts transzelluldrer Transport von Leucin von basolateral nach apikal. AA” anionische Aminosduren, AA+
kationische Aminoséauren, AA0 neutrale Aminosauren, C Cystein/Cystin. Verandert nach Broer, 2008.
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Betrachtet man die zwei moglichen Transportwege fir Leucin, der transzelluldare Transport
von apikal nach basolateral und umgekehrt die basolaterale Aufnahme und apikale
Ausschleusung, zeigt sich, dass jeweils unterschiedliche Transporter am Leucin-Transport
beteiligt sind.

Im ersten Fall, dem T(r)ansport von der apikalen zur basolateralen Seite, wird Leucin apikal
hauptsachlich durch B AT1 aufgenommen (Broer, 2008). Er transportiert Leucin in einer 1:1-
Stochiometrie entlang des Na+—Gradienten in die Zelle (Bohmer et al., 2005; Camargo et al.,
2005). Die Affinitat fur neutrale Aminosduren steigt mit GroRe der Seitenkette und ist fir
Methionin, Leucin, Isoleucin und Valin am groten (Preston et al., 1974). Studien von Satoh
et al., 1989 haben ergeben, dass die Leucin-Aufnahme in Blirstensaum-Membranvesikel bei
sehr kurzen Inkubationszeiten (5s) zu 85 % natriumabhédngig ist, aber bei sehr langen
Inkubationszeiten von 1 h gleicht sich Aufnahme unter natriumfreien und natriumhaltigen
Bedingungen an. Eine Beteiligung von ASCT2 an der Aufnahme von Leucin ist ebenfalls
moglich. ASCT2 transportiert neutrale Aminosduren ebenfalls als obligater Austauscher. Der
Transport ist natriumabhangig aber nicht elektrogen. Dies ergibt sich aus einem mit dem
Austausch der Aminosauren verbundenen nichtproduktivem Na/Na-Austausch (Broer et al.,
2000). Es werden neben neutralen Aminosduren auch aromatische oder anionische
Aminosduren transportiert, wobei das Substratspektrum speziesspezifisch zu sein scheint
und bei Maus und Ratte generell enger als im Kaninchen und Menschen ist (Broer, 2008).
ASCT2 ist vor allem im Jejunum und Colon exprimiert und zeigt eine moderate Affinitat zu
Leucin von etwa 0,4 mM (Utsunomiya-Tate et al., 1996). Andererseits scheint die Aktivitat
nur etwa 1/10 der Aktivitdt von B AT1 zu betragen (Munck & Munck, 1999). Der basolaterale
Efflux von Leucin kann im Prinzip durch die Antiporter y+LAT1 und LAT2 erfolgen. Allerdings
ist fur diese Transporter das Gleichgewicht wohl eher zur Seite der Leucin-Aufnahme
verschoben, zumindest wenn bestimmte andere Aminosduren vorhanden sind (s.u.). Daher
wird die Expression eines weiteren basolateralen, bisher unbekannten Efflux-Transporters
fur neutrale Aminosduren postuliert. Ein Efflux von neutralen Aminosauren durch LAT2 ware
aber durch Zusammenarbeit mit TAT1 denkbar, der stark entlang des gesamten Darms
exprimiert ist und der als Efflux-Uniporter die extrazellularen Substrate fur LAT2 bereitstellen
konnte (Kim et al., 2001; Kim et al., 2002).

Beim transzellularen Transport von Leucm von basolateral nach apikal erfolgt die
basolaterale Aufnahme von Leucin durch y ‘LAT1 und LAT2. Dies ergibt sich aus der fir beide
Transporter beobachteten Beteiligung am Cystm/Cystem—Transport Sie bilden diesbeziiglich
eine funktionelle Einheit mit dem apikalen Trans orter BAT/b "AT. Cystin (und andere
kationische Aminosduren) werden apikal von BAT/b AT aufgenommen und dann von'y "LAT1
(kationische AS) und LAT2 (Cystein nach Umwandlung aus Cystin) basolateral ausgeschleust.
Die von allen drei Transportern benétigten Austausch-Substrate erhalten sie in umgekehrter
Reihenfolge von einander. y+LAT1 und LAT2 nehmen im Gegenzu% zum Efflux von
Cystin/Cystein neutrale Aminosduren wie Leucin auf, die dann von BAT/b " AT im Austausch
fur die Aufnahme von Cystin ausgeschleust werden. Dieser vermutete Zusammenhang stutzt
sich auf mehrere Beobachtun en. Zum einen liegt eine Ursache fir Cystinurie in einem
genetischen Defekt von BAT/b " AT was zu einem Ausfallen von hochkonzentriertem Cystin
im Harn und erhéhtem Cystin-Spiegel im Darmlumen durch mangelnde (Re)absorption durch
BAT/b AT fahrt (Palacin et al.,, 2001; Asatoor et al., 1962; McCarthy et al., 1964; Milne,
1964; Milne et al., 1961; Thier et al., 1964). Zum anderen scheinen die Affinitaten fir
kationische und neutrale Aminosdauren so verteilt zu sein, dass unter physiologischen
Bedingungen kationische Aminosdauren aufgenommen werden und neutrale ausgeschleust
werden (Pineda et al., 2004; Van Winkle et al.,, 1988), zudem die treibende Kraft
wahrscheinlich das Membranpotential ist (Broer 2008). Auf der basolateralen Seite wird der
Efflux von kationischen Aminosauren durch y "LAT1 bewirkt. y "LAT1 transportiert kationische
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Aminosauren natriumunabhadngig und neutrale Aminosduren natriumabhdngig (Deves &
Boyd, 1998). Da in der Zelle vergleichsweise wenig Natrium vorhanden ist, verschiebt sich
das Verhdltnis zu einem Efflux der kationischen Aminosdauren und einer gleichzeitigen
Aufnahme von neutralen Aminosduren (Kanai et al.,, 2000; Bauch et al., 2003). Eine
Beteiligung von LAT2 am Efflux von Cystin/Cystein ergibt sich einerseits aus der
Beobachtung, dass die Affinitat fur neutrale Aminosdauren extrazelluldar hoher ist als
intrazellular, was den Influx neutraler Aminosauren fordert (Segawa et al., 1999; Meier et al.,
2002). Gleichzeitig flihrte eine Inaktivierung von LAT2 zu einer Akkumulation von Cystein in
den Zellen und einer Abnahme von anderen Aminosduren (Fernandez et al., 2003), was auf
eine Beteiligung von LAT2 am Efflux von Cystein schlieen lasst (Crawhall & Segal, 1966). Dies
wird durch Transportstudien in MDCK-LAT2-Zellen gestiitzt (Bauch et al., 2003). Es gibt
zudem die Vermutung, Cystinurie konnte auch durch einen Defekt von LAT2 verursacht
werden (Brodehl et al., 1967; Broer, 2008).

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von
Leucin in frische isolierte Enterozyten zeit- (Abbildung 42) und konzentrationsabhdngig
verlief (Abbildung 43). Die Aufnahme von Leucin erfolgte nach einer Michaelis-Menten-
Kinetik mit einem Ky-Wert von 79 mM, was die Beteiligung von Transportern an der
Aufnahme von Leucin nahelegt. Den Beweis, dass es sich wirklich um eine
transportervermittelte Aufnahme durch einen Aminosdure-Transporter handelte liefern die
durchgefiihrten Inhibitionsstudien. Die Aufnahme von radioaktivem Leucin konnte sowohl
durch nicht markiertes Leucin kompetitiv gehemmt werden als auch durch den LAT2-
Inhibitor BCH. Das Dipeptid Gly-Gly sowie der Pgp-Inhibitor Ivermectin hatten keinen Einfluss
auf die Leucin-Aufnahme.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die beobachtete Aufnahme von Leucin
hauptsachlich durch LAT2 oder BAT/b AT erfolgte, da die Aufnahmeversuche mit
natriumfreiem Puffer durchgefihrt wurden und nur diese beiden in den Enterozyten
exprimierten Leucin-Transporter natriumunabhangig arbelten (Broer, 2008). Unter
physiologischen Bedingungen kann die Beteiligung von BAT/b’ ‘AT an der Aufnahme von
Leucin in die Enterozyten allerdings ausgeschlossen werden und eine Aufnahme durch LAT2
angenommen werden. Denn BAT/b’ "AT tauscht wie erwahnt kationische und neutrale
Aminosduren gegeneinander aus, wobei das Gleichgewicht auf Grund unterschiedlicher
Affinitaten hin zu einer Aufnahme von kationischen Aminosauren -vor allem Cystin- und
einer Ausschleusung von neutralen Aminosduren verschoben ist (s. 0.). Auf Grund der
Tatsache, dass im hier verwendeten Assaypuffer Leucin als einzige Aminosdure vorhanden
war, konnte eine Beteiligung von BAT/b” ‘AT an der Aufnahme von Leucin zwar
angenommen werden, da BAT/b " "AT so quasi gezwungen wird Leucin gegen intrazellular
vorhandene kationische Ammosauroen auszutauschen. Allerdings musste flir eine messbare
Aufnahme von Leucin durch BAT/b " AT zum einen die Affinitit zu Leucin ausreichend hoch
sein, zum anderen ausrelchend intrazellulare Aminosduren fir den Efflux vorhanden sein. Die
Substrate von BAT/b "AT sind neben Leucin Arginin, Lysin, Cystin und Ornithin (Broer, 2008).
Die mit Abstand am hadufigsten vorhandenen Aminosduren in Zellen sind aber
Asparaginsdure und Glutaminsdure (Meier et al., 2002; Tgylor & Smith, 1987). Es stellt sich
daher die Frage, wie viel Leucin tatsichlich durch BAT/b ~ AT aufgenommen werden kann,
bevor der (geringe) intrazelluldre Vorrat an Asparaginsaure und Glutaminsaure erschopft ist.
Bei LAT2 ist die Aufnahme von Leucin zwar ebenfalls vom intrazelluldren Pool an
Aminosduren abhdngig; da aber alle neutralen Aminosduren transportiert werden, steht
grundsatzlich mehr Austausch-Substrat zu Verfligung, was vermuten ldsst, dass Leucin vor
allem durch LAT2 transportiert wurde. Dennoch kann auch bei LAT2 davon ausgegangen
werden, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der intrazelluldire Aminosdure-
Gehalt ist, zudem die mit Abstand haufigsten intrazelluldaren Aminosauren keine neutralen
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Aminosauren sind. Es kann daher angenommen werden, dass der sehr hohe Ky-Wert fiir
Leucin nicht unbedingt als eine geringe Affinitdt der beteiligten Transporter zu Leucin
angesehen werden kann sondern auch als eine Folge von mangelndem Austausch-Substrat in
der Zelle gedeutet werden kann, was zu einer reduzierten Aufnahme von Leucin flihrt und
nicht der unter physiologischen Bedingungen herrschenden Aktivitat entspricht.

5.3.4 Aktivitdt von Transportern in Caco-2-Zellen

Ein etabliertes Modell fir die humane intestinale Barriere sind Caco-2-Zellen, eine
immortalisierte Adenokarzinom-Zelllinie. Die Zellen bilden bei Kultivierung einen dichten
Monolayer aus und differenzieren dabei zu polarisierten, hochprismatischen Zellen, die
einen Mikrovillibesatz haben und Tight Junctions und Desmosomen zu einander ausbilden
und auch biochemisch Eigenschaften ausgereifter Enterozyten besitzen. Neben fir
Enterozyten typischen Proteinen wie Sucrase-lsomaltase, Alkaline Phosphatase und Villin
bilden Caco-2-Zellen auch verschiedene ABC- und SLC-Transporter aus. Die Aktivitat der
Efflux-Transporter wurde intensiv untersucht, sodass sich das Caco-2-Modell mittlerweile zu
dem am meisten verwendeten und am besten charakterisierten Resorptionsmodell
entwickelt hat (Artursson, 1990; Hidalgo et al., 1989). Die Aktivitdt der exprimierten
Aufnahme-Transporter ist dagegen noch nicht so intensiv untersucht worden. Werden die
Zellen auf permeablen Filtereinsdtzen kultiviert kann mit Hilfe dieses Zellmodells eine
Analyse der bidirektionalen Permeationseigenschaften von Substanzen, d.h., die gleichzeitige
Analyse von Aufnahme- und Efflux-Prozessen durchgefiihrt werden.

Ziel der durchgefiuihrten Versuche war, dieses etablierte Zellmodell in Hinblick auf die
Aktivitat arzneistofftransportierender Transporter mit den bereits beschriebenen frisch
isolierten Enterozyten zu vergleichen. Wie schon fir die primdren Ratten-Enterozyten
beschrieben, wurden die ersten Transportversuche mit radioaktivem Digoxin durchgefiihrt,
da an der Aufnahme und Sekretion von Digoxin sowohl Aufnahme- als auch Efflux-
Transporter beteiligt sind. Die Versuche ermdglichen damit Aussagen, inwieweit Aufnahme-
und Efflux-Prozesse in primdren Enterozyten und Caco-2-Zellen vergleichbar sind oder ob
einer dieser Prozesse im einen oder anderen Zellmodell moéglicherweise vermindert ist.

Transport von Digoxin in Caco-2-Zellen

Aus den bidirektionalen Permeationsstudien ging hervor, dass Digoxin mit deutlich héherer
Geschwindigkeit (Papp 8a 120,9 nm/sec) von der basolateralen zur apikalen Richtung
transportiert wird, als von der apikalen zur basolateralen Seite (Pap, as 10,8 nm/sec). Es
konnte ein Efflux-Ratio von 11,2 errechnet werden. Es ist bereits gezeigt worden, dass dieser
starke apikale Efflux durch Pgp verursacht wird, das in der apikalen Membran lokalisiert ist
(z. B. Igel et al., 2007; Sababi et al., 2001; Schinkel et al., 1995).

Neben dem Pgp-vermittelte Efflux von Digoxin ist in der Literatur auch diskutiert worden,
dass Digoxin durch Aufnahme-Transporter aktiv in die Zellen aufgenommen wird. Als diese
kamen vor allem OATPs in Betracht. Expressionsanalysen in Caco-2-Zellen zeigen, dass der
mit Abstand am stdrksten exprimierte OATP OATP2B1 ist, dass in der apikalen Membran
exprimiert ist (Hayeshi et al., 2008; Hilgendorf et al., 2007; Sai et al., 2006). In einer Studie
mit OATP2B1 Uberexprimierenden Xenopus-Oozyten wurde allerdings beschrieben, dass
OATP2B1 kein Digoxin transportieren kann (Kullak-Ublick et al., 2001). Die Messwerte waren
allerdings mit einem relativ groBen Fehler behaftet, sodass unter anderen
Versuchsbedingungen Digoxin moéglicherweise als Substrat von OATP2B1 identifiziert werden
konnte. AulRerdem wadre es moglich, dass flr Digoxin ein speziesspezifischer Unterschied in
der Substraterkennung besteht. Digoxin ist als Substrat bisher fir die humanen OATP1B3,
OATP2B1, OATP2A1, OATP4C1 und OATP1B1 und Oatpla4 in der Ratte beschrieben (Annaert
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& Brouwer, 2005; Chu et al., 2007; Kim, 2003; Kullak-Ublick et al., 2001; Mikkaichi et al.,
2004; Tsujimoto et al., 2008). In Caco-2-Zellen werden OATP1A4 und OATP1B3 nicht,
OATP4C1 schwach und OATP2B1 stark exprimiert (Hayeshi et al., 2008; Hilgendorf et al.,
2007). Da OATP4C1 im Nierentubulus im Gegensatz zu den anderen OATPs basolateral
exprimiert wird, ist anzunehmen, dass die Expression in Caco-2-Zellen ebenfalls in der
basolateralen Membran erfolgt und OATP4C1 daher nicht zur apikalen sondern zur
basolateralen Aufnahme von Digoxin beitragen wirde. Das in Ratten-Enterozyten
exprimierte Oatpla5 hat bisher kein humanes Ortholog. Méglicherweise gibt es auch noch
weitere bisher unbekannte Aufnahme-Transporter fiir Digoxin. Da die OATP-vermittelte
Aufnahme von Digoxin in Caco-2-Zellen bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte,
bleibt die Beteiligung eines apikalen Aufnahme-Transporters daher unbekannt. Wie die hier
vorgelegten Ergebnisse zeigen, ist die apikale Aufnahme aber nicht der dominierende
Transportvorgang fiir Digoxin. Diese Schlussfolgerung haben bereits Aiba et al., 2005 aus
ihren Transport-Versuchen mit Caco-2-Zellen ziehen kénnen. Die Vermutung, dass die fur die
Digoxin-Aufnahme verantwortlichen Transporter der isolierten Enterozyten nicht oder
schwach in Caco-2-Zellen exprimiert sind wird auch die Beobachtung gestitzt, dass PSC-833
zur Inhibition der bas-ap-Permeation in Caco-2-Zellen fiihrt, was auf eine Inhibition von Pgp
hinweist (Lecoeur et al., 2006; Pauli-Magnus et al., 2001). Dies steht damit im Gegensatz zu
den Ergebnissen der Inhibitionsstudien mit isolierten Enterozyten, in denen die Aufnahme
von Digoxin durch PSC-833 gehemmt werden konnte. Um eine eventuelle Beteiligung von
(OATP)-Aufnahme-Transportern am Transport von Digoxin nachzuweisen, missten weitere
Inhibitionsstudien mit spezifischen Inhibitoren durchgefiihrt werden.

Aktivitdt von PepT1 in Caco-2-Zellen

Wie schon mit den isolierten Enterozyten wurden die Transportstudien zur Darstellung der
PepT1-Aktivitdt mit dem Dipeptid Glycylsarcosin (Gly-Sar) durchgefiihrt. Gly-Sar zeigte einen
stark gerichteten Transport in ap-bas-Richtung tiber den Caco-2-Monolayer (Abbildung 45).
Dieser Transport war protonenabhangig; bei einem apikalen pH-Wert von 6 wurde etwa 4-
mal mehr Gly-Sar transportiert als bei einem pH-Wert von 7,4. Der Transport von Gly-Sar
konnte durch Inkubation mit dem Dipeptid Gly-Gly bei beiden pH-Werten stark gehemmt
werden. Diese Ergebnisse lassen damit auf eine aktive apikale Aufnahme von Gly-Sar durch
den Peptid-Transporter PepT1 schlieSen. Expressionsanalysen haben bereits bestatigt, dass
PepTl1 in der apikalen Membran von Caco-2-Zellen exprimiert wird (Hayeshi et al., 2008;
Hilgendorf et al., 2007). Die dominierende apikale Aufnahme von Gly-Sar in Caco-2-Zellen
konnte auch von anderen Gruppen gezeigt werden (Buyse et al., 2001; Irie et al., 2001;
Kennedy et al., 2002; Thwaites et al., 1993). Uber die Beteiligung anderer apikaler
Aufnahme-Transporter kann nur spekuliert werden. Von den bisher bekannten
moglicherweise intestinal exprimierten Peptid-Transportern PepTl, PHT1, PHT2 und PT1
(siehe 5.3.3) ist PHT1 in zwei Studien in Caco-2-Zellen mit Abstand am starksten exprimiert,
gefolgt von PepT1 (Hayeshi et al., 2008; Hilgendorf et al., 2007). In einer anderen Studie
konnten alle vier Transporter in Caco-2-Zellen nachgewiesen werden (Herrera-Ruiz et al.,
2001). Wie bereits in 5.3.3 ausgefiihrt, wird PHT2 wahrscheinlich intrazelluldr und nicht in
Enterozyten exprimiert und fir PHT1 konnte gezeigt werden, dass es kein Gly-Sar
transportiert. Daher bleibt als einziger moglicher anderer bekannter apikaler Aufnahme-
Transporter PT1. PT1 gehort nicht wie die anderen Peptid-Transporter zur POT-Familie,
sondern zur Cadherin-Superfamilie (Dantzig et al., 1994). Uber das Substratspektrum von PT1
ist sehr wenig bekannt (Herrera-Ruiz & Knipp, 2003). Daher kann lber einen mdoglichen
Transport von Gly-Sar durch PT1 keine Aussage getroffen werden.

Obwohl die meisten Peptide in der Zelle durch Peptidasen zu Aminosdauren abgebaut werden
und daher Uber Aminosdure-Transporter aus der Zelle ausgeschleust werden, haben
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mehrere Arbeiten die Existenz eines basolateralen Peptid-Transporters zeigen kénnen (Inui
et al., 1992; Irie et al., 2001; Thwaites et al., 1993). Transportstudien in Caco-2-Zellen haben
gezeigt, dass es einen basolateralen Transporter gibt, der Gly-Sar und Peptidomimetika
bidirektional pH-unabhangig transportiert (Irie et al., 2004). Die Affinitat dieses Transporters
far Gly-Sar ist mit 5,3 mM extrazelluldr deutlich héher als intrazellular (24,8 mM), wobei Vyax
in beiden Richtungen gleich ist. Obwohl die extrazellulare Affinitdit des basolateralen
Aufnahme-Transporters gut dreimal hoher ist als die gemessene Affinitdit des apikal
exprimierten PepT1 fiir Gly-Sar, scheint die geringe intrazellulare Affinitat des basolateralen
Transporters trotzdem ausreichend fiir einen effektiven transzelluldren Transport von Gly-
Sar von der apikalen zur basolateralen Membran zu sein und verhindert wahrscheinlich eine
Sattigung des basolateralen Effluxes. Dass der Transport in ap-bas-Richtung tberwiegt, wird
moglicherweise zusatzlich durch einen sehr geringen apikalen Efflux von intrazelluldrem Gly-
Sar bewirkt. Kottra & Daniel, 2001 konnten zwar eine Efflux-Aktivitdt von PepT1 zeigen, die
intrazellulare Substrat-Affinitdat war aber deutlich geringer als die extrazelluldre. Dies wird
wahrscheinlich durch mehrere Faktoren bedingt. Zum einen bestehen konformative
Unterschiede der Substratbindungstasche zwischen der Ausrichtung zur einen oder anderen
Seite, zum anderen sind Membranpotential und Protonengradient fiir den Efflux unglnstig
orientiert. Unter physiologischen Bedingungen wird PepT1 daher Influx betreiben. Die in den
hier vorgestellten Versuchen beobachtete geringe bas-ap-Permeation kann damit
zusammengefasst durch die relativ geringe Affinitdit des basolateralen Aufnahme-
Transporters und die geringe Efflux-Affinitat von PepT1 erklart werden.

Ein Vergleich mit den mit isolierten Enterozyten durchgefiihrten Transportstudien zeigt, dass
beide Systeme geeignet sind, die protonenabhdngige transportervermittelte Aufnahme von
Oligopeptiden in die Zelle darzustellen, die in beiden Systemen aller Wahrscheinlichkeit nach
durch die dominierende Aktivitdit von PepTl bewirkt wird. Die von lIrie et al., 2004
gemessene Affinitat von PepTl fir Gly-Sar in Caco-2-Zellen war im Vergleich mit der
gemessenen Affinitat in isolierten Enterozyten héher (1,6 mM versus 24 mM). Eine mogliche
Erklarung dafiir konnte darin liegen, dass Enterozyten einerseits an ihrer apikalen Membran
sehr viel hoheren Peptidkonzentrationen ausgesetzt werden (vor allem nach
Nahrungszufuhr) und die Zellen durch eine geringere Substrat-Affinitdt vor einer
Uberversorgung mit Peptiden und Aminosduren geschiitzt werden. Zum anderen konnte -
wie bereits erwahnt- gezeigt werden, dass PepT1 sehr leicht durch Didten induzierbar ist und
damit ein sehr flexibles System darstellt. Diese Flexibilitat wiirde aber durch eine sehr hohe
Substrataffinitat verloren gehen. Hinzu kommt, dass eine Sattigung der Peptidaufnahme
durch hohe Substratkonzentrationen wahrscheinlich durch Zusammenbruch des
Protonengradienten bewirkt wird, der durch NHE3 und Na/K-ATPase aufrechterhalten wird
und eine zu hohe Affinitdt daher gar keinen Sinn macht. Tumorzellen wie Caco-2-Zellen
hingegen werden in starkerem MalR durch benachbarte Zellen und das BlutgefaRsystem
ernahrt, sie werden daher geringeren Konzentrationen an Peptiden ausgesetzt. Daher kann
eine hohere Affinitdt von PepT1 diese vergleichsweise geringe Versorgung mit Peptiden
ausgleichen.

Aktivitdt von Aminosdure-Transportern in Caco-2-Zellen

Leucin wurde nahezu ausschlieBlich in ap-bas-Richtung durch den Caco-2-Monolayer
transportiert (Abbildung 46). Die apikale Aufnahme von Leucin war natriumabhdngig und
durch Phenylalanin, nicht aber durch BCH inhibierbar. Das gleiche Transportverhalten wurde
fur die Aufnahme von Alanin in Caco-2-Zellen gefunden (Uchiyama et al., 2005). Wie auch in
dieser Arbeit fur Leucin gezeigt werden konnte, betrug die Aufnahme von Alanin in
Abwesenheit von Natrium nur 30 % der in Anwesenheit von Natrium aufgenommenen
Menge an Alanin und die Aufnahme konnte durch Phenylalanin, nicht aber durch BCH
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gehemmt werden. Von den in Enterozyten exprlmlerten apikalen Leucin-Aufnahme-
Transportern BAT/b AT B AT1 und ASCT2 sind BAT/b "’ AT und ASCT2 in Caco 2-Zellen
exprimiert (Satsu et al., 2009; Uchiyama et al., 2005), die Expression von B AT1 ist nlcht
eindeutig nachgewiesen. ASCT2 transportiert natriumabhangig, BAT/b AT
natriumunabhadngig. Uchiyama et al., 2005 haben aus ihren Arbeiten geschlossen, dass
ASCT2 verantwortlich fir die Aufnahme von Alanin ist. Dabei ist zu beachten, dass ASCT2 als
Antiporter fungiert, der also aufgenommenes Substrat gegen intrazellulare Aminosauren
austauschen muss (Broer, 2008). Satsu et al., 2009 wiederum konnten die Aufnahme von
Leucm |n Caco-2-Zellen in natriumfreien Puffer zeigen, was sie auf die Akt|V|tat von
BAT/b ‘AT zuriickgefuhrt haben, gestitzt auf die nachgewiesene Expression der BAT/b "AT-
mRNA. Die Aufnahme von Leucin konnte zudem durch BCH inhibiert werden. Die grofe
Menge an apikal aufgenommenem Leucin flhrte in den Versuchen dieser Arbeit nicht zu
einer intrazellularen Akkumulation. Daraus folgt, dass Leucin basolateral aus den Zellen
ausgeschleust worden ist. Als basolaterale Leucin-Transporter fungieren y+LAT1 und LAT2
(siehe auch 5.3.3), die beide in Caco-2-Zellen exprimiert werden (Fraga et al., 2005; Hayeshi
et al., 2008). Wie bereits ausgefiihrt, arbeiten beide als Antiporter, wobei y+LAT1 neutrale
Aminosduren natriumabhadngig transportiert und LAT2 natriumunabhdngig. Da es auch in
Abwesenheit von Natrium zu keiner Akkumulation von Leucin gekommen ist, kann die
alleinige Akt|V|tat eines natriumabhdngigen Transporters ausgeschlossen werden. Zudem
kénnen y ‘LAT1 und LAT2 Leucin nur ausschleusen, wenn sie gleichzeitig extrazelluldre
Aminosduren aufnehmen. Daher lassen die Ergebnisse auf die Aktivitdat eines unbekannten
Efflux-Transporters schlieBen, der natriumunabhdngig arbeitet und kein obligatorischer
Antiporter ist.

Die basolaterale Aufnahme von Leucin war in den hier durchgefiihrten Versuchen sehr gering
und nicht natriumabhangig (Abbildung 46). Die Aufnahme konnte ebenfalls durch
Phenylalanin, aber nicht durch BCH inhibiert werden. Dies ldsst die Aussage zu, dass Caco-2-
Zellen entweder nur wenig basolaterale Aufnahme-Transporter fir neutrale Aminosauren
besitzen oder diese nicht sehr aktiv waren. Dies wdre maoglich, da y+LAT1 und LAT2 als
Antiporter nur die intrazelluldr vorliegenden Aminosauren im Gegenzug zur Aufnahme von
Leucin aus den Zellen heraus transportieren kdnnen. Da der Assaypuffer keine weiteren
Aminosduren enthielt, kdnnte der zu Verfiigung stehende Vorrat an Aminosduren fiir eine
starkere Aufnahme von Leucin nicht ausreichend gewesen sein, dhnlich wie moglicherweise
auch in den isolierten Enterozyten (siehe auch 5.3.1). Eine weitere Aminosdurequelle im
Assaypuffer wirde die basolaterale Aufnahme von Leucin daher eventuell erhdhen.
Allerdings ist fur LAT2 eine Inhibierbarkeit durch BCH beschrieben worden (Broer, 2008).
Dies konnte hier nicht gezeigt werden. Mdglicherweise war LAT2 aber soweit inaktiv, dass
eine Inhibition nicht messbar war.

Zusammengenommen kann aus den hier durchgefiihrten Versuchen eine dominierende
apikaI%+Aufnahme von Leucin durch ASCT2 angenommeg+werden. Die Beteiligung von
BAT/b AT kann nicht ausgeschlossen werden, BAT/b AT scheint aber nicht der
dominierende Transporter zu sein, da in diesem Fall die Aufnahme von Leucin in
natriumfreiem Puffer nicht reduziert sein dirfte. Zudem wird Leucin aller Wahrscheinlichkeit
nach durch einen unbekannten natriumunabhdngigen Transporter basolateral ausgeschleust.
Die basolaterale Aktivitdat von Aufnahme-Transportern kann nicht abschlieend bewertet
werden, da hier moglicherweise ungiinstige Assaybedingungen eine scheinbare Inaktivitat
vortauschen. Zur Beantwortung der Frage nach einer Transstimulierbarkeit von LAT2
mussten weitere Versuche mit zusatzlichen Aminosauren im Assaypuffer durchgefihrt
werden. Vergleicht man die Ergebnisse der Caco-2-Versuche mit denen in isolierten
Enterozyten, so zeigt sich bei beiden ein geringer Transport in Abwesenheit von Natrium. In
wieweit in beiden Fallen LAT2 durch mangelndes Austauscher-Substrat in seiner Aktivitat

86



Diskussion

gehemmt wurde oder die Aktivitdt tatsachlich nicht sehr hoch ist, kann ohne weitere
Versuche nicht bewertet werden. Unterschiede zeigen beide Zellsysteme in ihrer
Inhibierbarkeit durch BCH, dass in den isolierten Enterozyten zu einer Abnahme der
intrazellularen Leucin-Konzentration um etwa 30 % mit Natrium bzw. 60 % ohne Natrium
fihrte im Gegensatz zu einer mangelnden Inhibition in Caco-2-Zellen. Dieser Befund lasst

moglicherweise doch auf die Beteiligung unterschiedlicher Transporter an der Aufnahme von
Leucin in die Zellen schlieRen.
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6 Abschlussbetrachtung und Ausblick

Die Bioverfugbarkeit oral verabreichter Arzneistoffe wird entscheidend durch die Absorption
des Wirkstoffes aus dem Darmlumen in das Blut beeinflusst.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, wichtige intestinale Arzneistofftransporter
molekularbiologisch und funktionell zu charakterisieren. Dazu wurde zundchst das
Expressionsmuster der untersuchten Transporter bestimmt. Im Besonderen bei den Efflux-
Transportern wurde deutlich, dass die Expression zwar einem gewissen Muster folgt, diese
aber sehr groRBen Schwankungen sowohl innerhalb eines Tieres als auch zwischen
verschiedenen Individuen ausgesetzt war. Diese grofle Variabilitdt der Expression erklart
damit z.T. die in in vivo-Absorptionsstudien im Allgemeinen beobachtete deutlich
ausgepragte interindividuelle Variabilitdt der Absorption von Arzneistoffen aus dem Darm.
Gleichzeitig verdeutlichen die Ergebnisse, dass eine Extrapolation der intestinalen Absorption
von Arzneistoffen, die Substrate eines Transporters sind aus der Expression dieses
Transporters in verschiedenen Darmabschnitten mit grofRer Vorsicht zu betrachten ist, da die
Expression des Transporters in einem kleinen, scheinbar reprdasentativen Abschnitt
offensichtlich nicht stellvertretend fur andere benachbarte Bereiche des Darms ist. Es wadre
winschenswert, die Mikroanalyse der Protein-Expression entlang des Darmes, die fur die
Efflux-Transporter Pgp, Bcrp und Mrp2 erfolgte, auch fir die in dieser Arbeit untersuchten
Aufnahme-Transporter Oatpla5, Oatp2b1l, PepT1 und LAT2 durchzufiihren, wenn geeignete
Antikorper dazu zu Verfligung stehen. Denn die intestinalen Aufnahme-Transporter sind
besonders fiir die Absorption nicht zellgdangiger Arzneistoffe wichtig.

Frisch isolierte Enterozyten haben sich als ein geeignetes Werkzeug fir das Studium der
zellularen Aufnahme von Substanzen durch verschiedene Transporterfamilien erwiesen. So
konnte die Aktivitdit von organischen Anionen-Transportern (Oatps), Peptid-Transportern
(PepT1) und Aminosaure-Transportern dargestellt werden. Interessant ist, dass die Efflux-
Transporter wahrscheinlich nicht oder nur schwach aktiv waren. Dies sollte in weiteren
Versuchen ndher untersucht werden. Dazu sollte zunachst die Ursache der
fehlenden/schwachen Efflux-Aktivitat gefunden werden. Moglicherweise finden &hnliche
Internalisierungsvorgdnge statt, wie sie auch bei der Isolation von Hepatozyten auftreten.
Die isolierten Enterozyten bieten auch die Méoglichkeit, die Interaktion von Oatps und
Effluxern wie Pgp weiter zu untersuchen. Standard-Inhibitoren fiir Pgp haben sich in den
Absorptionsstudien mit den isolierten Enterozyten als Inhibitoren der (Oatp)-Aufnahme-
Transporter erwiesen. Daher kénnen die Zellen fiir weitere Studien zur Uberlappung des
Substratspektrums von Oatps und Pgp bzw. anderen Efflux-Transportern genutzt werden.
Dies ist in so fern von Interesse, da sich ein deutlicher Unterschied zu den durchgefiihrten in
vivo-Absorptionsstudien gezeigt hat. Dort fihrten die eingesetzten Pgp-Inhibitoren zu einer
Hemmung der Efflux-Aktivitat. Dieser Unterschied in der Wirkung desselben Inhibitors in den
zwei Systemen sollte unbedingt ndaher untersucht werden. Auch die Aktivitat der neben
PepTl im Darm vorkommenden Peptid-Transporter kdnnte in weiterfihrenden Studien
beleuchtet werden. Moglicherweise werden bestimmte Arzneistoffe von anderen
Transportern als PepTl transportiert. Hier kdnnte auch eine Interaktion von Peptid-
Aufnahme-Transportern und Aminosaure-Efflux-Transportern naher untersucht werden. Die
vorhandenen Aminosdure-Transporter sollten ebenfalls weiter analysiert werden. Die sehr
geringe Affinitat von LAT2 zu den eingesetzten Substraten lasst sich moglicherweise durch
fehlende Austauschsubstrate fiir den obligaten Antiporter erkldaren. Hier konnten Studien mit
verschiedenen weiteren zugesetzten Aminosdauren erfolgen, die eine direkte Stimulation
oder eine Transstimulation von LAT2 bewirken kdnnen. Diese Studien kdnnten auch zeigen,
ob dann die in den Caco-2-Versuchen beobachtete dominierende Aktivitdt eines apikalen
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Aufnahme-Transporters auch in den isolierten Enterozyten zu beobachten ist. In diesem
Zusammenhang kénnte auch die Efflux-Aktivitdt von LAT2 in zuvor beladenen Enterozyten
Uberprift werden.

Obwohl allgemein bekannt ist und auch im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass sich isolierte
Enterozyten nicht mehr kultivieren lassen, ware es dennoch wiinschenswert, dies zu
ermoglichen. Die weitere Aufklarung der an der Differenzierung der aus den intestinalen
Stammzellen gebildeten absorptiven Zellen zu maturierten Enterozyten beteiligten
Signalwege und weitere Kenntnisse iber die Interaktion der Enterozyten untereinander und
mit der ECM ermdoglichen vielleicht die Identifizierung von Faktoren, die fir eine erfolgreiche
Adhasion der Zellen an die GefalRoberflache und eine Teilung und Differenzierung dieser
Zellen notwendig sind. Damit ware dann die Mdéglichkeit geschaffen, Transportvorgdnge an
beiden Membrandomanen getrennt zu beobachten, wie es auch fiir Caco-2-Zellen méglich
ist, die ein etabliertes Modell der gastrointestinalen Barriere sind. Damit wiirde dann auch
der Vergleich beider Zelltypen genauer sein. Denn die Versuche dieser Arbeit zeigen, dass
sich das etablierte Caco-2-Modell zur Darstellung der Pgp-Efflux-Aktivitdt so nicht in den
isolierten Enterozyten wieder findet, denn eine Pgp-Aktivitat konnte in diesen Zellen nicht
dargestellt werden. Sollten in den isolierten Zellen tatsachlich die Oatp-Aufnahme-Aktivitat
gegeniber der Pgp-Efflux-Aktivitat iberwiegen, waren die isolierten Enterozyten eine gute
Ergdnzung zu den Caco-2-Zellen, die wie erwdhnt ein geeignetes Modell des Pgp-Effluxes
darstellen.

Mit isolierten Enterozyten ist zwar kein Resorptionsmodell im eigentlichen Sinn realisierbar
(Hillgren et al., 1995), dennoch stellen sie ein wichtiges Instrument fir die Untersuchung von
Transportvorgdangen dar, da Caco-2-Zellen vor allem als Modell fiir den Efflux verwendet
werden und isolierte Enterozyten offensichtlich besser zur Darstellung von
Aufnahmeprozessen geeignet sind, da sich gezeigt hat, dass Aufnahme-Transporter robust
gegenlber dem Vorgang der Zellisolation sind, wahrend Efflux-Transporter dabei inaktiviert
werden (Bow et al., 2008; Zhang et al., 2005).

Hinzu kommt, dass das Caco-2-System, obwohl es sich zu einem weit verbreiteten
Resorptionsmodell entwickelt hat, auf Dauer nicht immer ein stabiles System darstellt
(Artursson, 1990; Audus et al., 1990; Hidalgo et al., 1989; Hilgers et al., 1990). Denn da es
sich um Krebszellen handelt, kénnen sich die Zellen im Lauf der Kultivierung verandern,
sodass bestimmte Zelleigenschaften wie die Expression von Transportproteinen ansteigen
oder abnehmen. Trotz der Verwendung des Modells in sehr vielen Labors verhalten sich die
Zellen Uberall anders, sodass es problematisch ist, die Ergebnisse unterschiedlicher Labors
direkt zu vergleichen (Walter et al., 1995; Hosoya et al., 1996; Artursson & Borchardt, 1997;
Briske-Anderson et al., 1997; Anderle et al., 1998).
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