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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Der Darm ist kein homogen aufgebautes Organ, sandieterliegt in der Morphologie, als
auch in seiner Proteinverteilung Veranderungen ywoximalen bis distalen Ende. Da der
intestinale Metabolismus eine grol3e Auswirkung alié Bioverfligbarkeit von oral
aufgenommen Arzneistoffen besitzen kann, basied eifolgreiche Arzneimittelentwicklung
auch auf dem umfangreichen Wissen uber metaboliSozgme entlang des Darms. Wie die
Hepatozyten, enthalten ebenso die Enterozyten eiras verschiedenen Cytochrome P450
(CYP P450) und anderen metabolisierenden EnzymenPt@iase-l und -1l. Obwohl die
involvierten Enzyme fur die Leber gut charakterisiesind, existieren nur wenige
Informationen Uber ihre Expression/Funktion in @armwand und entlang des gesamten
Darms. Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigiden, das mehrere CYP P450
Enzyme (CYP3A, 2B1, 2C6, 2D1, 1A1) und weitere Eneyder Phase-l/-Il (17R3-HSD2,
UGT) im Darm exprimiert werden. Aul3erdem wurde ggizedass CYP2B1 und 3A eine
kontinuierlich verminderte Expression entlang demrs aufweisen, und dominant in den
Zellen der Zottenspitze exprimiert werden, also agemort wo die meisten N&hr- und
Arzneistoffe absorbiert werden. MengenmaRig steli&iP2B1 (ca. 65 %) und 3A (ca. 28 %)
die dominanten CYP P450 Isoformen im proximalennDder Ratte dar. Dagegen spielen die
Enzyme CYP2C6 und 2D1 im Darm eine eher untergetediRolle. Daraus kann die
Hypothese abgeleitet werden, dass diese beidenntenaher eine Rolle im endogenen
Abbauprozess spielen, als im Metabolismus von Astoien. Im Rahmen dieser
Doktorarbeit konnte weiterhin gezeigt werden, ddss proximale Darm im Vergleich zur
Leber circa 15fach niedrigere und der distale Dainca 100fach niedrigere CYP P450
Mengen enthalt. Auch ist die CYP P450 Verteilunglar Leber ganz anders, als im Darm.
Waéhrend im Darm CYP3A und 2B1 dominieren, stellander Leber alle untersuchten
CYP P450 Enzyme gleichgrol3e Fraktionen an der CA¥3®DR5esamtsumme.

Des Weiteren wurden zwei unterschiedlichevitro Modelle eingesetzt um den intestinalen
Metabolismus zu charakterisieren. Zum einem wurdelierte priméare Enterozyten der Ratte
verwendet, zum anderen intakte Darmsegmente dee R&iverted Sacs”). Beide Modelle
lieferten vergleichbare Abbauraten der untersuchifest-Substanzen: Dextromethorphan,
Testosteron, Midazolam und Bupropion. Basierend deh Abbauraten konnte die

intrinsische Clearances (i Werte fir alle Test-Substanzen in beiden Modedierechnet
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ZUSAMMENFASSUNG

werden. Von allen untersuchten Test-Substanzert Zesstosteron den hdchsten Abbau im
Darm. Dieser Abbau erfolgt dabei hauptsachlich (s Phase-lI-Enzym 17(3-HSD2. Die
anderen Test-Substanzen werden dagegen hauptbédhkec CYP P450 Enzyme abgebaut,
was auch Uber Versuchsansatze mit AminobenzotrigZ®T), einem irreversiblen
CYP P450 Inhibitor, bestatigt werden konnte. Dest®ven konnte anhand der lesWerte
der Testsubstanzen und unter Zuhilfenahme von teiteit Skalierungsfaktoren die fxlpr
der Test-Substanzen errechnet werden. Aus diesgebiissen konnten wiederum mittels
»Qacut Modell* die ,First pass” in vivo Clearances (Gl par) Und der Substanzanteil der
unmetabolisiert die Darmwand Ubertritt o(Verte) fir alle Test-Substanzen berechnet
werden. Dabei errechnete sich flr Testosteron nl/min/kg Kérpergewicht) und
Bupropion (3.4 mL/min/kg Kdrpergewicht) die hochst@Lep parmrWerte und die niedrigsten
Fe-Werte fur die proximalen Darmregionen. Im distal2iinndarm sinkt fir beide Substrate
der Metabolismus stark ab, was eine Erh6hung gé&terte zur Folge hat.

Neben den ,Everted Sacs“ kdnnen auch priméare Enyeso fir die Vorhersage von
intestinalen Metabolismus und Absorption eingesetaiden. Allerdings erfordert eine valide
Vorhersage eine reproduzierbare hohe Vitalitatitgerozytenkulturen. Die Methode wurde
im Rahmen dieser Doktorarbeit aufgebaut, aber magtere Schritte sind notwendig, um sie

weiter zu optimieren und anwenden zu kénnen.
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SUMMARY

Summary

The intestine is not a homogenous designed orginaxchanging morphology and changing
protein expression profiles from its proximal tstdi expansion. The intestine is capable of
influencing the bioavailability of orally administal drugs. Therefore, a profound knowledge
of metabolic enzymes along the intestine is necgs®sa a successful drug development.
Alike hepatocytes, enterocytes contain a set ofyntifiierent Cytochrome P450 (CYP P450)
isoforms and other phase-I/-1l metabolic enzymelhddigh the metabolic enzymes of the
liver are very well characterized, only few infortioa exist about their expression and
function in the rat gut wall and along the entireestine.

In this doctoral thesis the expression of seveddP ®450 enzymes (CYP3A, 2B1, 2C6, 2D1,
1A1) and other phase-l/-ll-enzymes (173-HSD2, U@Ibng the entire intestine was shown
in spatial detail. CYP2B1 and CYP3A show decreasmgression profiles along the rat
intestine and are not or very low expressed in lHrge intestine. Both enzymes are
dominantly expressed in the very upper tip of thie of the proximal intestine and therefore
in the nutrient and drug dominant absorption afeathermore, CYP2B1 (65 %) and 3A
(ca. 28 %) are the predominant CYP P450 isoforntheénproximal intestine, while CYP2C6
and 2D1 just play minor roles there. This may ssggfeat CYP2C6 and 2D1 are more likely
to be involved in the metabolism of endogenouserathan exogenous substrates.

In comparison with the liver, the proximal intestiaf the rat contains 15 times and the distal
intestine 100 times lower CYP P450 amounts. Fumioee, the liver shows a completely
different CYP P450 distribution. While in the ratestine CYP3A and CYP2B1 dominate, all
examined CYP P450 isoforms contribute similar facd to the whole CYP P450 amount in
the liver of the rat.

Furthermore, twan vitro models were established to characterize the intdstnetabolism.
Primary enterocytes of the rat intestine and intadt segments of the rat (“Everted Sacs”)
were prepared for the functional assays. Batlvitro models led to comparable metabolic
degradation rates for all test compounds invesdat testosterone, midazolam,
dextromethorphan and bupropion. For all compourus intrinsic clearance (Gk) was
calculated. Testosterone showed the highest in&dstnetabolism, which is mainly the
consequence of 17R3-HSD2 activity. The other comgsware predominately metabolized by
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SUMMARY

CYP P450 isoforms, as incubations with the CYP Pa&bitor, aminobenzotriazole (ABT),
showed.

Based on the Gkes values and specific scaling factors, the intrird@arance for all test-
compounds was calculated for the respective imaistegions (Cly pr). By using the “Qy:
model” it was possible to calculate the first passvivo clearance (Cippr and the
unchanged absorbed fraction of the test-compourgl. (Bf all compounds investigated,
testosterone and bupropion showed the highestp@assin vivo clearances and the lowes F
values in the proximal intestine. Along the intesti the metabolism of both compounds
decreased strongly and therefore, an increaseiRsthialues could be observed.

Besides the “Everted Sac” model also primary ewtges could be used for the prediction of
intestinal metabolism and absorption. The basefwalid prediction is a reproducible vital

cell culture. The isolation of vital primary enteybes needs further investigation.
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EINLEITUNG

1. Einleitung

Die Konzentration eines Arzneistoffs im Organismmech oraler Gabe wird durch das
Ausmald der Resorption aus dem Darm, Verteilungenipperen Gewebe, dem hepatischen
und extrahepatischen Stoffwechsel, sowie von dealea und biliaren Ausscheidung
bestimmt. Viele Faktoren kdnnen bereits im Darm@eschwindigkeit und das Ausmal3 der
Absorption von Arzneistoffen beeinflussen. Die erélbsorption von Substanzen wird von
Eigenschaften der Substanz, aber auch von den dgigeften des Darms nachhaltig
beeinflusst. Die Hauptkriterien einer Substanzdiime erfolgreiche Absorption sind dessen
Permeabilitat tber die Darmwand, die Ldslichkei, Absorptionszeit und die Stabilitat (Van
De Waterbeemd et al. 2003). Die Permeabilitat efincert als die Geschwindigkeit (cm/s)
mit der eine Substanz die Membranen von Zellen viibeet. Fir die Permeabilitdt von
Substanzen spielen verschiedenen EigenschafteMdiekils, wie Gewicht, GréRe, Form,
Konformation, lonisierungsgrad, Ladung, Lipophilied die Anzahl der Wasserstoffbricken-
Donatoren bzw. -Akzeptoren eine wichtige Rolle (Pak al. 1997; Palm et al. 1999; Lipinski
et al. 2001). Das molekulare Gewicht und die Lipgb@lvon Arzneistoffkandidaten hat laut
Fagerholm et al. in den letzten Jahren stark zugemen, was eine verminderte Permeabilitat
Uber die zellulare Barriere und verminderten Lddl&t der Kandidaten zur Folge hat
(Fagerholm 2007). Nach Lipinski et al. ist die sdhite L&slichkeit der aktuellen
Arzneikandidaten im Darm der Grund fir deren unmlkende orale Absorption und somit
auch deren unzureichende Bioverfiigbarkeit (Lipiretkal. 2001). Daher werden immer mehr
Anstrengungen unternommen, die Permeabilitat, thkéit und Absorption von Kandidaten
maoglichst frih in der pharmazeutischen Entwicklzngoestimmen. Caco-2 Zellen werden in
der pharmazeutischen Industrie fur die Bestimmurey Bermeabilitat standardmalig
eingesetzt. Caco-2 Zellen sind eine Adenokarzindifimie aus dem menschlichen Colon
(Hilgers et al. 1990). Die Zellen sind in der Lageer standardisierten Zellkulturmethoden zu
polarisieren und Monolayerstrukturen auszubilderd@go et al. 1989). Die Zellen bilden
dabei gut entwickelte Mikrovilli bzw,Tight Junctions* aus und zeigen eine polarisierte
Expression verschiedener Hydrolasen und Transporter

AuRRerdem gibt em silico Modelle, die die gastrointestinale Absorption Uten chemische
Strukturdaten (log D, pX Lo6slichkeit) und/oder wenigen vitro Daten (Caco-2-Permeation)

simulieren. Dazu zahlt auch das ,Advanced Compartateabsorption and transit* Model
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(ACAT) der Software Gastroplus™. Das ACAT Model sliart dabei die intestinale

Absorption und Pharmakokinetik von Arzneistoffercimaoraler und intravendser Gabe im
Menschen und anderen ausgewdahlten Spezies. Im Msdeler gesamte Darm in neun
Segmente (Magen, 7x Dunndarm und Colon) gegliedtedt eignet sich fur die Simulation
von Freisetzungsprofilen, pH-abhangigen Auflosunged Permeabilitdten, Transport von
formulierten Arzneistoffen durch den Darmtrakt ullblsorptionen der Arzneistoffe Uber die
Darmwand in die Portalvene. Dieses Modell kann ialem Fallen Hinweise auf das
biologische Verhalten von Substanzen im Gastrdimtsrakt liefern. Allerdings gibt es auch
Substanzen mit komplexem biologischem Verhalterss daoch nicht Uber solche Modelle
abgebildet werden kann (Plauth et al. 1991; PanradtLave 2002).

1.1. Darmphysiologie der Ratte

FUr pharmakokinetische Untersuchungen im Rahmenfrdeen Arzneimittelentwicklung,
insbesondere von Bioverfugbarkeitsstudien, wirdhinder Mensch, sondern hauptséchlich die
Ratte herangezogen. Die allgemeine Darmmorphologée Anatomie unterscheidet sich im
Allgemeinen nicht wesentlich zwischen Ratte und &bty obwohl die Ratte keine
Gallenblase und einen sehr diffusen Pankreas asifwei

Der Darmtrakt ist, wie in anderen Spezies, begidnam Pylorus des Magens in folgende
Abschnitte gegliedert: Duodenum, Jejunum, lleumeddan, Colon und Rektum. Der
Dunndarm der Ratte und des Menschen machen unge®¥r der Gesamtdarmlange aus,
wobei das Jejunum in der Ratte ca. 90 % und im Btesrs ca. 38 % der Dunndarmléange
einnimmt. Aul3erdem unterscheiden sich die beideezi®p stark in der Ausdehnung des
Caecums, dass in der Ratte ca. 26 % der Dickdagmlansmacht, wahrend es im Menschen
gerade mal 5 % sind (DeSesso und Jacobson 2001).

Die Anatomie der Darmwand selber variiert starkAlvh&ngigkeit von der Darmregion und
ist ausgehend vom Lumen, aus folgende Schichtegebatit: Mukosa, Submukosa, Mukosa
muskularis, und Serosa (Abbildung 1). Die Mukoshlbeseist wiederum in drei Bereiche,
Zotten, Krypten und Lamina Propria gegliedert. ieypten stellen das proliferierende
Kompartiment der Mukosa dar, welches das nichtdgrérende Kompartiment der Mukosa,
die Zotten, stdndig mit neuen Zellen versorgt (Admg 2). An der Basis der Krypten
befinden sich Stammzellen, die mitotisch aktiv simad Tochterzellen produzieren, die
entlang der Krypten/Zottenachse Richtung Zottemspitvandern. Diese Zellen sind
funktionell und strukturell gereift, wenn sie diegb-mitotischen Grenze am Krypten/Zotten

2
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Ubergang uberschreiten. Auf ihrem weiteren Wegereiflie Zellen weiter, bis sie die

Zottenspitze erreicht haben, von wo sie anschliélfes Darmlumen abgestol3en werden und
sterben (Zoubi et al. 1994). Der Darm der Rattgtz#gabei erstaunlich hohe Zellumsatzraten.
Eine Zeitspanne von Teilung der Stammzelle in deypten bis zum AbstoR3en der Zelle an

der Zottenspitze nimmt nur 2-3 Tage ein.

Kerkringsche Falten

% Wwfmukosa

TN QW 7

Mukosa

muskularis #@WM/HM} Nt

z Innere glatte

%% W%”%
%/ﬁm mmmmwm@ /L Aubere glatte

Lingsmuskulatur

Abbildung 1: Aufbau der Darmwand im Querschnitt (DeSesso und Jacobson 2001)

Das Innere der Zotten bildet die Lamina Propria dbn zahlreichen LymphgefaRen und
Blutkapillaren durchzogen ist und fir den Transpa absorbierten Nahr- und Arzneistoffe
zur Leber verantwortlich ist.

Die Absorptionsoberflache des Duodenums und Jejsnist)y aufgrund der sehr hohen
Anzahl von Zotten in diesen Regionen, sehr viel3groals in den anderen Darmregionen
(DeSesso und Jacobson 2001). Pro Quadratmillinket@men im Jejunum der Ratte ca. 40
Zotten, wobei jede Zotte ca. 10-12 Krypten bedigdibildung 2) (Komuro und Hashimoto
1990). Die Form der Darmzotten ist abhéangig vonDRiamregion und dem Alter der Tiere.
In erwachsenen Tieren sind die Darmzotten des dgjanm Allgemeinen 0.5 mm hoch und
zungen- oder kammférmig ausgebildet (Abbildungg Zotten und Krypten bestehen dabei
aus drei wesentlichen Zelltypen: Becher-, endokuné absorptive Zellen. Die Becherzellen
produzieren Schleim, der wahrscheinlich zum Schidz Darmwand dient. Die Krypten
enthalten zusatzlich an der Basis endokrine Pagelllen, diese produzieren das bakterizid
wirkende Enzym Lysozym, welches in Prokaryontenkeormenden Polysaccharide, wie
Peptidoglycan und Chitodextrin spaltet und dahedemRegulierung der Mikroflora beteiligt
ist (Rozman und H&nninen 1986). Die wichtigstenleéfelder Mukosa aber sind die

Enterozyten, séulenformige, polarisierte Zellere diit ihren Nachbarzellen Uber dichte
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» Tight Junctions“in der Nahe ihrer luminalen Oberflache verbundiewl.sDie Oberflache
ihrer apikalen Membran wird dabei durch zahlreidWirovilli, 3000-7000 pro Zelle im
Dunndarm, stark vergroR3ert. Im Lichtmikroskop emsnbn die Mikrovilli wie ein
Birstensaum, weswegen die apikale Membran auctsathe bezeichnet wird. Auf den
Mikrovilli befindet sich eine kohlenhydratreichey&bkalyx.

Die unter der Mukosa gelegene Submukosa stelltSkadett des Darms dar, welches der
Darmwand die strukturelle Integritat liefert. Siélitgt die Mukosa und verbindet sie
gleichzeitig mit der duReren Muskelschicht. Das Ramkonstrukt der Submukosa bilden
zwei Ansammlungen von Kollagenfasern die diagonal die Darmwand laufen und
essentiell sind fur ihre Flexibilitdt sich auf Daperistaltik und wandernden Nahrungsbrei
anzupassen. Die Submukosa im Duodenum enthélt @efdedie Brunnerschen Drisen, die
einen glykoproteinhaltigen, alkalischen Schleimduzieren, der den sauren Nahrungsbrei

aus dem Magen neutralisiert.

Abbildung 2: Zotten und Kryptenstruktur des Dinndar ms der Ratte
In Abb. A ist eine zungen- oder kammahnliche Zotte dardesik laterale Oberfliche zeigt viele irregulare
Falten, die miteinander verbunden sind , wobei wl@3en Flecken das mukosale Sekret der Becherzellen
darstellt (schwarze Pfeile) In AblB ist ebenfalls eine zungenférmige Zotten und ddransenahnlichen
Krypten (weil3e Pfeile) dargestellt (Komuro und Hasito 1990).

Der Submukosa schlief3t sich die Mukosa muskulamiseisne diinne Schicht von glatten
Muskeln, die mit der Lamina Propria assoziiert e Kontraktionen der Muskelfaser fuhren
zu wellenférmigen Bewegungen der Zotten, die eitérdung der Flussigkeitsschicht auf
den Enterozyten auslost und zu absorbierende Néfierstu den Enterozyten geleitet. Die
Darmwand enthalt zusatzlich Muskelfasern, die zimara zirkul&r und zum anderen parallel

zur Langsachse des Kanals angeordnet auftretenkdoielinierte, rhythmische Kontraktion



EINLEITUNG

dieser Muskelfasern zueinander fuhrt zur Darmpatiki die zur Vermischung des
Nahrungsbrei, zur Kontaktaufnahme zwischen Nahromrggsind Biurstensaummembran und
zum Vortrieb des Nahrungsbrei durch den Darmtraktrdgt (DeSesso und Jacobson 2001).
Im Duodenum und oberen Jejunum werden aufgrund a@tomischen Anordnung die
meisten Nahr- und Arzneistoffe absorbiert, wobeesddurch 1) passive Diffusion, 2)
erleichterte Diffusion, 3) aktiven Transport, 4n&zytose oder 5)Solvent drag mit dem
Wasserstrom mitgenommen Teilchen, erfolgen kann. Dmckdarm werden dagegen
hauptsachlich Wasser und Elektrolyte absorbiertbevaauch Stoffe die im lleum nicht
aufgenommen wurden oder Metabolite vom bakterielMetabolismus durchaus von den
Dickdarmzellen absorbiert werden kdnnen (DeSesslaJanobson 2001). Auf dem Weg Uber
die Enterozytenmembran und durch die Zellen selli€tnnen Arzneistoffe einem
Metabolismus und/oder Efflux-Transportprozess Uietgen. Die Efflux-Transporter
beférdern Arzneistoffe aus der Zelle zuriick insrBlamen, von wo sie entweder mit dem
Faeces ausgeschieden, oder erneut die Enterozytdmare Uberqueren. Zusatzlich, kénnen
Metaboliten, die durch Enzyme in den Enterozyteristehen, entweder zurtick ins
Darmlumen, oder Uber die basolaterale Membran m BRitstrom transportiert werden.
Dieser Metabolismus und die Transportprozesse vandistoffen auf ihrer Passage tber die
Enterozyten ergeben deRirst pass Effekt“ der Darmwand. Die Blutgefal3e aus dem Darm
gelangen in die Pfortader, von wo aus sie in dibekeflieen. In der Leber werden
Arzneistoffen ebenfalls aus dem Blutstrom in diellefe aufgenommen, metabolisiert
und/oder Uber die Galle ausgeschieden. Diese F®zasammen ergeben den hepatischen
.First pass Effekt" Die orale Bioverfugbarkeit von Arzneistoffen dstfiniert tber die Menge
an Substanz die im Darm absorbiert und die Mengeeéinem,First pass Effekt"im Darm
und in der Leber unterliegt. Die orale Bioverfudtsr ist auch eine wichtige Grol3e in der
pharmazeutischen Industrie fur die Charakterisignuom oral aufgenommenen Arzneistoffen
(Van De Waterbeemd et al. 2003).

1.2. Metabolismus

Die in Darm und Leber metabolisierenden Enzyme wesmrdn zwei verschiedene

Reaktionssysteme eingeordnet: Phase-I- und Phdd&ealitionen. Die Phase-I-Reaktionen
sind Funktionalisierungsreaktionen, d.h. sie fuihfenktionelle Gruppen in das unpolare
Molekul ein oder legen entsprechende funktionelteppen frei. Diese Reaktionen umfassen
u.a. Oxidationen, Reduktionen und Hydrolysen. Reaknh der Phase-Il dagegen stellen

5



EINLEITUNG

Konjugationsreaktionen mit korpereigenen Ligandem, dlie sich in der Regel an einen
Metabolisierungsschritt der Phase-I anschlie3en durdh Transferasen katalysiert werden.
In den Phase-lI-Reaktionen werden funktionelle @arp z.B. mit sehr polaren, negativ
geladenen endogenen Molekilen gekoppelt. Typischakttonen sind Glucuronidierung,
Sulfatierung, Methylierung, Acetylierung und Kongigpnen mit Aminosauren und
Glutathion. Die beiden metabolischen Reaktionsphagsammen, stellen ein Entgiftungs-,
Inaktivierungs- und Eliminierungssystem dar, dekégtaboliten meist unwirksam sind, oder
zumindest deutlich abgeschwacht wirken. Einige Piiddetabolite sind allerdings selbst
pharmakologisch wirksam, oder die Metabolite seitellen das eigentliche Wirkprinzip dar.
In diesem Fall bezeichnet man die AusgangssubsiianProdrug”. So wird die analgetische
Wirkung von Codein ausschlie3lich durch dessen bt#itzzn Morphin vermittelt (Aktories et
al. 2005).

1.2.1. Phase-I-Metabolismus

Die wichtigsten Enzyme des Phase-I-Stoffwechselsid sidie mischfunktionellen
Monooxygenasen, Oxidasen und Reduktasen, die in dachfolgenden Tabelle

zusammengefasst sind (Tabelle 1).

Tabelle 1: Beispiele fir Enzyme die am Phase-I-Mebmlismus beteiligt sind.

Enzym Kofaktoren Reaktion
mischfunktionelle Monoxygenasen (CYP)  NADZRID, Hydroxylierungen
Flavin-Monooxygenase (FMO) NADRHO, N (oder S-)-Oxidation
Monoaminoxidase (MAQO) 9] Oxidative Deaminierung
Semicarbazid sensitive Aminoxidase O, Oxidative Deaminierung
(SSAO)

Alkoholdehydrogenase NAD Alkoholoxidation
Aldehyddehydrogenase NAD(P) Aldehydoxidation
Aldehydoxidase 9] Aldehydoxidation
Aldo-Ketoreduktase (AKR) NAD(P) Dehydrogenisierung
Xanthineoxidase NADO, C-Oxidation

Von besonderer Bedeutung fur die Biotransformatim Arzneistoffen sind u.a. 2
verschiedene Klassen von Phase-I-Enzymen, 1.) foisktionelle Monooxygenasen und 2.)
Aldo-Ketoreduktasen.

Zu den Aldo-Ketoreduktasen gehdren unter andereanHjidroxysteroid-Dehydrogenasen
(HSD), die auRRerhalb der Geschlechtsorgane, anh&satund Abbau der Sexualhormone
beteiligt sind. Von diesen Enzymen gibt es mehrsoéormen, wie z.B. 173-HSD2, welches
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am Endoplasmatischem Retikulum gebunden vorliegd wmter Zuhilfenahme von
NAD*/ NADP" Dehydrogenisierungen von Testosteron (TESTO) ustlaHiol katalysiert.
Die mischfunktionellen Monooxygenasen, die soget&annCytochrome P450 Enzyme
(CYP P450), sind die bedeutendsten Vertreter des&ih-Enzyme. CYP P450 Enzyme sind
Hamproteine mit einem molekularen Gewicht von 45%bBa und liegen an der Membran des
endoplasmatischen Retikulums verankert vor. Da Bre reduzierten Zustand ein
Differenzspektrum mit einem Absorptionsmaximum B0 nm zeigen, wurden diese
Enzyme als CYP P450 Proteine bezeichnet. AufgriamRroteinsequenzhomologien werden

verschiedene CYP P450 Enzym-Familien, -Unterfamiliad Isoformen unterschieden.

1.2.1.1. Reaktionsschemata CYP P450 Enzyme

Die CYP P450 Enzyme zeigen eine hohe Spannbreit8pazifitdt, mit Substraten deren
GroRRe zwischen Ethylen (\28) und Cyclosporin (M1201) variiert (Isin und Guengerich
2007). Dadurch werden die Substrate in der Regéit mur durch ein Enzym, sondern durch
die Kombination mehrerer CYP P450 Proteine metalasti In einem Redoxprozess werden
zwei Elektronen unter Beteiligung von NADPH und esm reduzierendem Flavoprotein
Ubertragen und das Substrat somit oxidiert. UntdriliEnahme von molekularem Sauerstoff
wird das CYP P450 Isoenzym anschlieRend regenemsertdass es ein neues Substrat
oxidieren kann. Der Funktionsmechanismus der CYBOPEnzyme ist in Abbildung 3

schematisch dargestellt.

ROH Fe?* RH®
RSN

Fe>* ROH Fe® RH/ NADPH-P450 reductase"

&
'R'O or R'OOH NADPH-P450 reductase®
FeOH%* R- RH
@ T o Fe?* RH

Fe0% RH*"
\-HQO Oz @

Fe'-O0H Fe?*-O, RH

RHS _
‘H\Fe&»O Y RH‘/1F NADPH-P450 reductase’®®
® ’

NADPH-P450 reductase®®

Abbildung 3: Graphische Darstellung des CYP P450 Rektionsmechanismus (Guengerich 2001)

Neben Hydroxylierungen gibt es auch Epoxidierunggmomatische Hydroxylierungen, N-
und S-Oxidationen, N-Desalkylierunen, O-Alkylier@mg Desaminierungen, Entschwefelung,
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oxidative Dehalogenierungen und noch ein paar ander3ergewdhnlichere Reaktionen
(Mutschler und Schéfer-Korting 1997)

Der Zyklus beginnt damit, dass ein Eisen des Haoteffr sich im F& Oxidationsstatus
befindet. Das Substrat bindet an das Enzym in déeNler distalen Region des Ham-Proteins
(Schritt 1). Im zweiten Schritt wird ein Elektromfadas CYP P450 Protein Ubertragen und
damit das Protein reduziert. Dieser Schritt ist bhindangig davon, ob ein Substrat am
CYP P450 gebunden hat und steht nur an zweiteleSteeil es die langsamere Reaktion
darstellt. Der Elektronentransfer geht vom NADPHeiilhden Flavoprotein-NADPH-P450
Oxireduktasekomplex, mit einem Fluss von der Reakekt Uber FAD und FMN auf das
Eisenmolekiil des CYP P450 Proteins, dass zutiréguziert wird (Schritt 2). Der reduzierte
Ham-Fé* Komplex bindet molekularen Sauerstoff (Schritt Ber sehr instabiler Komplex
kann in ein Hyperoxidanion ¢O) und in ein Ham-F& Komplex zerfallen. Ein zweites
Elektron wird anschlieBend auf den Hanf‘F8auerstoff-Komplex, tiber den Flavoprotein-
NADPH-P450 Oxidreduktasekomplex oder Uber Cytoclaom von NADPH Ubertragen
(Schritt 4). Cytochrome shist nur bei dieser Reduktion des Eisenmolekildretm, weil
Cytochrome b den ersten Elektronentransfer thermodynamischnetfizient katalysieren
wirde. Im néchsten Schritt wird ein Proton, aus d&viP P450 Protein geliefert (Schritt 5)
und anschliel3end die O-O Bindung der Sauerstoffgyaspaltet (Schritt 6), wobei Wasser
und ein Ham-Eisen-(lll)-oxid-Komplex entstehen, sks prazise Elektronenkonfiguration
unbekannt ist. Im nachsten Schritt zieht diesektelaendefiziente Komplex entweder ein
Wasserstoff oder ein Elektron vom Substrat ab (8chHrund zerfallt im né&chsten Schritt zu
Ham-Fé* Komplex und ein oxidiertes Substrat (Schritt 8)ufigi in Form einer neuen
Hydroxylgruppe. Im letzten Schritt dissoziiert digidierte Substanz vom Enzym (Schritt 9)
(Guengerich 2001).

1.2.1.2. CYP P450 Isoformen

Bis in den 60er Jahren des letzten Jahrhundertskasam etwas Uber die Existenz von
mehreren CYP P450 Isoformen bekannt. In den 7Q0eeddihrten Verbesserungen auf dem
Gebiet der Proteinaufreinigung zu immer mehr Hirseaidas mehrere CYP P450 Isoformen
existieren mussen und schliel3lich zur Entdeckumgreriesigen Anzahl von CYP P450
Isoformen, die durch Nelson, Anfang der 80er Jadiree einheitliche Nomenklatur erhielten
(Nelson et al. 1993; Guengerich 2004). Bis heutel §in Menschen 18 CYP P450 Familien
und 45 Unterfamilien identifiziert worden, wéhreimdder Ratte etwa 14 CYP P450 Familien
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und 29 CYP P450 Unterfamilien beschrieben shith(//cpd.ibmh.msk.quDie Nomenklatur
der CYP P450 Enzyme setzt sich wie folgt zusammam:erste Zahl nach dem ,CYP* stellt

die Familie des Proteins dar, der folgende Buclesthe Unterfamilie und die anschliel3ende
Zahl die Proteinisoform bzw. das Gen. Die letztél4st dabei eine fortlaufende Zahl und ist
speziesubergreifend, so ist CYP3A1 eine CYP P4&f@is der Ratte, wahrend CYP3A4 aus
dem Menschen stammt. CYP P450 Isoformen, die sp#zeegreifende eine hoch
konservierte Aminosauresequenz besitzen, erhaltem speziestbergreifend die gleiche
CYP P450 Nomenklatur, wie z.B. CYP1Al. Ansonstersseid die Mitglieder einer Familie
bzw. Unterfamilie 40 % bzw. 55 % Identitat der Amsduresequenz aufweisen (Nelson et al.
1993).

FUr den Metabolismus von Arzneistoffen sind im Witsehen die Mitglieder der CYP1-3
Familien bedeutsam und machen ca. 70 % der humamkmsomalen CYP P450 Proteine in
der Leber aus (Yan und Caldwell 2001). Davon spigit CYP3A Unterfamilie und ihr
bekanntester Vertreter CYP3A4 in der humanen Leli®e zentrale Rolle, welil sie jeweils
40 % bzw. 30 % am Gesamt-CYP P450 Gehalt einneliRene et al. 2006) (Abbildung 4).

CYP2C9 (14%)

CYP2B6 (<1%)
CYP2A6 (6%)

CYP2E1 (9%) CYP2C19 (2%)

4&9205 (0.7%)

B ————CYP2J2 (14%)

CYP2D6 (2%) ‘-\,,SYPlAZ’ (18%)

CYP3A (82%)
CYP2C (26%)

Darm
Leber

Abbildung 4: CYP P450 Zusammensetzung des menschiien Darms und der Leber (Paine et al. 2006)

Auch fir den Arzneimittelmetabolismus ist CYP3A4nvavesentlicher Bedeutung. Circa
50 % der derzeit auf dem Markt befindlichen Arzteffe werden im Menschen von dieser
Isoform metabolisiert, wie z.B. Verapamil, Diltiame Midazolam und Dexamethason (Yan
und Caldwell 2001; Kivisto et al. 2004). Obwohl CXP6 nur einen relativ kleinen Anteil an
der Gesamt-CYP P450 Menge in der Leber hélt (2i8)es doch fur die pharmazeutische
Industrie aus zweierlei Griinden von Bedeutung @ainal. 2006). Zum einen metabolisiert
CYP2D6, trotz seiner geringen Mengen im Vergleich@QYP3A in der humanen Leber,
ca. 30 % der derzeit auf dem Markt verfigbaren Anmmnittel und zum anderen gibt es

verschiedene CYP2D6 Polymorphismen (Yan und Cald2@D01). Studien haben gezeigt,
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das Nukleotidaustausche an den Intron/Exon Grenzeth innerhalb des Exons zum
veranderten mRNA ,Splicing” und anschlief3end zwellefn CYP2D6 Proteinen fihren kann.
Die Eliminierung von CYP2D6 Substrate erfolgt in mdehen mit verdnderten
Genvariationen langsamer, weswegen diese Rdsor, Metabolizer bezeichnet werden. Im
Gegensatz dazu werden Individuen, die das unvertindgen enthalten alsExtensive
Metabolizer* bezeichnet. In der kaukasischen Bevdlkerung kassiéa. 5-10 % der Menschen
ein verandertes CYP2D6 Allel, wahrend es in deatasihen Bevolkerung nur ca. 1 % der
Menschen betrifft (Ellis et al. 1996; Marez-Allorgeal. 1999; Yan und Caldwell 2001). Dies
kann in speziellen Fallen dramatische Auswirkung der Einnahme von Arzneistoffen
haben, die dem CYP2D6 Metabolismus unterliegemrimesrs dann wenn das therapeutische

Fenster dieser Arzneistoffe nur sehr klein ist.

1.2.1.3. Intestinale CYP P450 Expression

Wie bereits erwdhnt, werden CYP P450 Enzyme auextirahepatischen Geweben, vor allen
in Organen an Eingangspforten zum zentralen Bliglenaf, wie Nasenschleimhaut, Lunge
und Darm exprimiert (Ding und Kaminsky 2003). Dalbeit jedes Gewebe sein eigenes
CYP P450 Expressionsprofil, das sich deutlich var teber unterscheiden kann. Im
humanen Darm wurden eine ganze Reihe CYP P450risefonachgewiesen, wobei CYP3A
und 2C9/19 den grol3ten Anteil ausmachten (siehaldig 4) (Obach et al. 2001; Paine et
al. 2006). Diese CYP P450 Enzyme tragen dabei eisrementlichen Beitrag zum intestinalen
~First pass Effekt einer ganzen Reihe von Substanzen, wie Cyclos@vim et al. 1995),
Nifedipine (Iwao et al. 2002), Midazolam (Painekt1996), Diltiazem (Iwao et al. 2004) bei.
Deutlich weniger Studien hinsichtlich der CYP P4&Xpression existieren fur den
Rattendarm. In der Leber und im Dunndarm der Rattele die mRNA von CYP3A1, 2B1,
2C6, 2C11-13, 1Al und 2D1-4 nachgewiesen, wobei ZYH bzw. CYP2C12
geschlechtsspezifisch in der mannlichen bzw. wehiein Ratten exprimiert werden (Mugford
und Kedderis 1998). Einige CYP P450 Enzyme schedlagegen ausschliel3lich in der Leber
exprimiert zu sein, weil keine mRNA fur CYP1A2, 2A4B2, 2E1, 3A2, 4A2 im Darm der
Ratten detektiert werden konnte (Hiroi et al. 1928minsky und Zhang 2003). Obwohl viele
der CYP P450 Enzyme konstitutiv exprimiert werdemnterliegen einige auch der Induktion,
wie z.B. CYP1A1, das allerdings durch die normalzkehaltige Diat der Ratten induziert
werden kann (Kaminsky und Zhang 2003).

10
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1.2.2. Phase-llI-Metabolismus

Wie bereits weiter oben erwahnt, sind die in PHaReaktionen eingefuhrten funktionellen
Gruppen haufig Voraussetzung dafur, dass ArznemBubstrate fir Phase-II-Reaktionen
werden. Besitzt ein Arzneimittel bereits fur dierfiagation geeignete funktionelle Gruppen,
kann auch ohne vorgeschaltete Phase-I-Reaktiondaielete Konjugation erfolgen. Typische
Phase-1I-Enzyme stellen Gluthation-S-Transferas&8T(), Glucuronosyltransferasen (UGT),
N-Acetyltransferasen (NAT), Sulfotransferasen (SYLLhd Methyltransferasen dar. Da im
Rahmen dieser Doktorarbeit nur die UGTs von Bedeysind, werden sie nachfolgend naher
erlautert.

UGTs sind eine Superfamilie von Enzymen, die im Bidren insgesamt 3 Unterfamilien,
UGT1A, 2A und 2B umfassen. UGTs liegen wie die G450 Enzyme, an die ER-Membran
gebunden vor. Anders als bei den CYP P450 Enzyriierdiags liegt der Hauptanteil des
Enzyms, einschlie3lich der Substratbindungstasclofit cytosolisch vor, sondern luminal,
zum Inneren des Endoplasmatischen Retikulums hinctdet. UGTs katalysieren die
kovalente Bindung von Glucuronsaure an funktion€leippen lipophiler Verbindungen.
Dabei Ubertragen sie aktivierte Glucuronsaure ltemaauf Hydroxy-, Carboxy-, Amino- und
SH-Gruppen. Neben Arzneistoffen und Xenobiotikadsauch viele endogene Stoffe, wie
Bilirubin, Steroidhormone, Gallensauren, biogeneiderund fettlésliche Amine Substrate flr
UGTs (Aktories et al. 2005). Die Leber ist dabei sdaHauptorgan fur
Glucuronidierungsreaktionen, jedoch weisen aucheandrgane, wie die Niere und der
Darm mitunter hohe UGT-Expressionslevel auf, dief aignifikante, extrahepatische
Glucuronidierungsaktivitaten schliel3en lassen. MehtJGT Isoformen, wie UGT1A1, 1A3,
1A4, 1A6, 1A10, 2B4 und 2B15 wurden auf mMRNA-Eb&nemenschlichen Dinndarm bzw.
Dickdarm nachgewiesen (Fisher et al. 2001). Imd®alkhrm dagegen sind auf mRNA-Ebene
bisher verschiedene Mitglieder der UGT1A Unterfagnihachgewiesen worden, wobei
UGT1A2 und UGT1AS3 ausschlief3lich extrahepatischriexiert werden (Grams et al. 2000).

1.3. Intestinale Phase-llI-Reaktion

Neben dem Metabolismus beeinflusst auch die Fumktan Transporter-Proteinen im Darm
und in der Leber degFirst pass Effekt von Arzneistoffen nachhaltig. Transporter-Progein
gehen mit ihrem Substrat eine spezifische Binduimg @ndern die Konformation und
transferieren das gebundene Substrat durch diedsache Membran. Je nach Richtung des

Substrattransports in die Zelle hinein oder ausAdle heraus wird zwischen Aufnahme-
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(,Uptake”) und Ausscheidungs-Transportsystemen f{ykf) unterschieden. Von
besonderem Interesse ist dabei das P-glycoproRgp)( das Genprodukt des ,Multidrug
resistance receptor 1 (MDR1). Pgp ist in der al@keEnterozytenmembran lokalisiert und
zahlt zur Familie der ,ATP-Binding-Cassette“-Trander (ABC-Transporter), die unter
Energieverbrauch ihre Funktion ausiben. Pgp karigeaommene Arzneistoffe in das
Darmlumen zurick transportieren und somit einevakBarrierefunktion ausiben. Er hat ein
breites Substratspektrum und steht in Verbindung aer Aufnahme oder Abgabe von
Nahrstoffen, Aminosauren, Kohlenhydraten, Peptiddar hydrophoben Substanzen, sowie
lipophilen und basischen Arzneistoffen mit planarddngsystem, aber auch neutrale
Arzneistoffe, wie Digoxin (Higgins 1992). Pgp wird gesunden Zellen der Leber, Niere,
Darm und des Gehirns exprimiert, aber auch in gebBen Mengen in Tumorzellen. Viele
Studien unterstitzen die Theorie, dass dieser poates den Korper vor der Aufnahme von
toxischen Substanzen in den zentralen BlutkreisléDarm, Leber, Niere) oder in
empfindliche Organe (Gehirn) schitzt (Schinkelle1894; Schinkel et al. 1996).

Funktionelle Kooperation Funktionelle Kooperation Effekt der P-gp Inhibition
von P-pg und CYP3A von CYP3A mit P-gp auf CYP3A

basolateral

Enterozyten .

P

P-gp Aktivitat erhdht Metabolite sind Metabolite sind P-gp Inhibition:
die Kontaktzeit von Substrate far bessere Substrate - Verkdrzung Kontaktzeit
Enzym und Substrat andere far P-gp CYP3A und Substrat
Transporter Transport - weniger Substanz metabolisiert
und mehr Substanz absorbiert

luminal

Abbildung 5: Zusammenspiel von Transporter und CYPP450 Enzyme (Christians et al. 2005)

Die Funktion von Pgp im Darm ist noch nicht voliedéy aufgeklart, aber Studien an Mensch
und Ratte haben gezeigt, dass es die Rate und dssna® an absorbierten und
metabolisierten Arzneistoff beeinflussen kann (Geinal. 1996; Terao et al. 1996).

Interessanterweise zeigen CYP3A4 und Pgp sehr gitfgelappende Bereiche in ihrer
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Substratspezifitat, sind gemeinsam in der Nahe agkalen Membran von Enterozyten
lokalisiert und werden durch die gleichen Kernréasgn reguliert (Kliewer et al. 1998;
Cummins et al. 2002; Kivisto et al. 2004). Benedlettellte darauf hin eine apikale Recycling
Hypothese auf, die beinhaltet das Pgp und CYP3A4Tiansport und Metabolismus von
Arzneistoffen in der apikalen Membran von Enteremyimiteinander kooperieren (siehe
Abbildung 5). Nach dieser Theorie, reguliert Pge Mienge an Arzneistoff in der Zelle, die
CYP3A4 fur den Metabolismus zur Verfiigung gestsitd, indem Arzneistoff immer wieder
aus der Zelle transportiert wird. Die transporéeBubstanz kann erneut von den Enterozyten
aufgenommen werden und anschlieRend wieder CYP3## Metabolismus zur Verfigung
stehen (Cummins et al. 2002; Benet et al. 2004j.ddese Weise kann eine relativ geringe
Menge von CYP3A4 in der Darmwand (relativ zur Lgbeine deutliche Wirkung auf die
Absorptionsrate von Arzneistoffen besitzen. Aul3erdetrifft der Transport durch Pgp nicht
nur den Arzneistoff selber, sondern auch desseralddéten, die dann aus der Zelle heraus

transportiert und somit nicht systemisch verfugiemacht werden.

1.4. Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Proteinexpressimd Funktion der im Rattendarm
exprimierten metabolischen Enzyme der Phase-| lincharakterisiert werden, um damit das
Ausmald des intestinalen Metabolismus im Vergleidn kzeber der Ratte in der friihen
Arzneimittelentwicklung vorherzusagen.

Grundvoraussetzung fur die Charakterisierung war ldentifizierung und Quantifizierung
der wesentlichen CYP P450 Isoformen, sowie 17R-HSODx UGT. Neben der
Charakterisierung entlang des gesamten Darms suallte die Enzymexpression entlang der
Zottenachse, d.h. wahrend der Enterozytendiffeeznmg analysiert werden. Die Expression
der Proteine vermag nicht vollstandig die Funktitan Enzyme abzubilden, deswegen sollte
die Proteinexpression auch auf funktioneller Ebemtels geeignetein vitro Methoden
verifiziert werden. Anhand dein vitro Methode sollte auRerdem ein Werkzeug zur
Skalierung des intestinalen Metabolismus auf desaggen Darm zur Verfigung gestellt
werden, mit dem man den intestinalgirst pass Effekt” von Arzneistoffkandidaten in der

frihen Phase der Arzneimittelentwicklung abschaksem.
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2. Material und Methode

2.1. Gerate und Hilfsmittel

Gerate Firma
Allgemein
Makrolonkafige Techniplast
Varifuge 3.0R Heraeus Septach
centrifuge 5417R Eppendorf
pH Meter Knick Portamess
Vortex Mixer SA8 Stuart
GENios Plattenreader Tecan
AT261 DeltaRange Feinwaage Mettler
CP622-OCE Waage Satorius
96-Loch-Platten (schwarz) Nunc

Proteincharakterisierung

Potter-S-Homogenisator

Axiovert S100 Mikroskop
verbesserte Neubauer Zahlkammer
Novex MiniCell Gelelektrophorese
Power Ease 500

xcell 11 Blot Module

ThermoMix 5436

Swip KL-2 Schuttler

Quantity One Software

ChemiDoc" XRS

B.Braun Biotech Internationa

Zeiss
Brand

Invitrogen

Invitrogen
Invitrogen
Eppendorf
Edward Buhler

Biorad
Biorad

Immunhistochemie

Microtom
Wasserbad
Superfrost Objekttrager

Leica Microsystems Holdings GmbH
Heraus
Menzel Glaser

Permeationsversuche/Stabilitdtsversuche

Lamina-Air-Flow Arbeitsbank

Variomag Teleshake 70 mit TEC control 485

96-Tiefloch-Platten
Packardgefalle mit Schraubdeckel
12-Loch-Zellkulturplatten

Heraeus

inheco

Firma Corning Costar
Wheaton

Firma Corning Costar
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100 mL Zellkulturflaschen

Transwelf-Clear-Platten 1 cfn PorengroéRRe

0.4 pm
Agilent 1100C
HPLC Agilent 1200+API1 3200 Q Trap

Firma Corning Costar
Firma Corning Costar

Agilent
Agilent

Thermo Quest Hypersil GOLD - 1.9 pm - 2']Fisher Scientific

mm X 50 mm

2.2.  Chemikalien, AntikOrper, rekombinante Proteinen und Enzyme

Chemikalien Firma Bestellnr.
Proteincharakterisierung
Isofluran Abbot 3506
Glycerin (87%) Merck 104091
PBS-Puffer (C&, Mg®" frei) Invitrogen 14190
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific 23225
0.25% Trypsin/EDTA (gebrauchsfertig) Invitrogen PB2
0.4 % Trypanblau Sigma Aldrich T8154
Separationspuffer - -
Homogenisierungspuffer - -
Intestinal Waschpuffer - -
Lysispuffer - -
isotonische Kochsalzlésung Fresenius NL1015
(F’leoré)lggwggrlnol_%OOUnlts/mL) /Streptomycin Invitrogen 13465
Glutamax Invitrogen 35050
SeeBlue® Plus2 Prestained Standard (1x) Invitrogen LC5925
)I:lluzPVséClsl)E 4-12% Bis/Tris Gel (1 mm Invitrogen NP0322
Aceton JT Baker 8002
Harnstoff Merck 108488
TBST-Puffer - -
Magic Mark™ XP Western Standard Invitrogen LC5602
BSA Fluka 24672887
NuPAGE MOPS SDS Laufpuffer Invitrogen NPO001
NuPAGE Transfer Buffer (20x) Invitrogen NP0006-1
NuPAGE Antioxidant Invitrogen NPO0005
NuPAGE Sample Reducing Agent (10x) Invitrogen NEFDO
NuPAGE LDS Sample Puffer (4x) Invitrogen NPOO0O07
ECL Western Lightning" Perkin Elmer LAS, Inc NEL105
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Chemiluminescence Reagent Plus

Nitrocellulose Membran Protan
Magermilchpulver Blotting Grade
Anti CYP3A (P6)

Anti CYP2B1/2
Anti CYP2D1
Anti CYP2C6
Anti CYP2C11

Anti CYP1Al

Anti UGT

Anti 17R-HSD2 (M-174)
Anti PCNA

Anti Villin (C19)

Anti Rabbit IgG (whole molecule)
peroxidase conjugated

Anti Sheep 1gG (whole molecule) peroxida
conjugated

Anti Mouse IgG (Fc specific) peroxidase
conjugated

Anti Goat 1gG (whole molecule peroxidase
conjugated

Rat CYP2B1 Supersomeb

Rat CYP3A1 SupersomB%

Rat CYP2C11 Supersoni&s

Rat CYP2C6 Supersomés

Rat CYP2D1 Supersom@es
Immunhistochemie

Formaldehydlésung min. 37 %
Ethanol

Isopropranolol

Xylol

Paraplast

10x PBS-Waschpuffer

Norma goat serum (NGS)
Proteinblock Serumfrei
Zitratpuffer

30 % Wasserstoffperoxid

Whatman/Schleicher &

Schuell 4675.1
Roth T145.2
von Santa Cruz
Biotechnology, INC. $C-53246
Abcam plc ab22719
Biomol International, LP CR3210
Abcam plc ab22723
Biodesign International H732030M
Oxford Biomedical PM 10
Research
Cypex Ltd. CYP601
Santa Cruz Biotechnology, sc-32872
INC
Abcam plc ab29
santa cruz Biotechnology, sc-7672
INC
Sigma Aldrich A0545
S§igma Aldrich A3415
Sigma Aldrich A9309
Sigma Aldrich A4174
Gentest BD Bioscience 456510
Gentest BD Bioscience 456501
Gentest BD Bioscience 456531
Gentest BD Bioscience 456536
Gentest BD Bioscience 456517
Merck 1.04003
Merck 1.00983
Merck 1.09634
Merck 818754
spi supplies 02847-AB
Dianova DLN-14300
Invitrogen 13578
Dako X0909
Fluka 95300
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Biogenex-Kit

NOVA Detect Hamatoxylin
Hamatoxylin-Eosin-Farbung
PBS-BSA

Anti-Ki-67

NOVADetect HRPO/DAB Standard
StreptAB Kit

Mountingmedium NOVAMount
metabolische Versuche/Analytik

Perfusionspuffer
Phosphatpuffer

Apo-One-Homogenous-Caspase-3/7-

Assay™
Interleukin-1R3-Converting-Enzyme-
Inhibitor I; Ac-YVAD-CHO

Zellwaschmedium

Carbogen

ES Medium

PBS-Puffer (C&, Mg?" frei)

0.4 % Trypanblau

Testosteron

Midazolam Maleatsalz
Bupropion Hydrochlorid
Dextromethorphan Hydrobromid
10H Midazolam
3-Methoxymorphinan Hydrochloride
3-Hydroxymorphinan Hydrobromide
Androstenedion
Testosteron-3-D-glucuronid-Na
613-Hydroxytestosteron
16R-Hydroxytestosteron
Hydroxybupropion
Natriumhydroxid

Dextrorphan

Stopplésung

Salzsaure rauchend 37 %
Ethylacetat

Methanol

Acetonitril

98-100 % Ameisensaure

Dako
Dianova
Dianova
Dianova
DCS

Bionova

Dianova

Promega

Calbiochem

Linde AG
Invitrogen
Sigma Aldrich
BSP Substanzbank
Sigma Aldrich
Calbiochem
ICN Biomedicals
Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
BSP Substanzbank
Sigma Aldrich
Calbiochem
Merck
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

G53635
DLN-15900
DLN-16757
DLN-14222
3543553

DLN-13154
DLN-15906

G7790

400010

14190
18154
M2419
153760
153544
NC9668221
M187
H156
46033
18157
uC289
NC9584546
106462
uC205
113386
1.09623
1.06007
1.00030
1.00264
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DMSO
1-ABT

Caco2 Permeation

DMEM Medium

Zellkulturmedium

HBSS-Puffer (C&,Mg®* frei)

Transportpuffer
Stopplésung

Merck
Sigma Aldrich

Invitrogen

Invitrogen

1.09678
A3940

U3938

Uu7630

2.3.

Zusammensetzung der Puffer

Die Substanzen, die keinen Eintrag unter der Splitma“ besitzen, wurden von VWR

bestellt.
Bezeichnung Konz. Zusammensetzung Firma
96 mM NacCl
1.5mM KCL
Waslih7plAJfffer 8 MM KH,PO,
P L 56 mM NaH,PO,
27 mM Na-Citrat Sigma Aldrich
137 mM NaCl
2.68 mM KCI
. 1.47 mM KH.POy
Separzla_;tl(;njpuﬁer 8.1 mM Na&HPO,
P L 1.5 mM EDTA
0.5 mM D/LDTT Sigma Aldrich
3 U/mL Heparin Sigma Aldrich
5mM Histidin Sigma Aldrich
Homoaenisierunaspuffer 250 mM Saccharose Sigma Aldrich
g o0 gsp 0.5 mM EDTA
pH7. 1 Tablette auf 100  Complete Protease Roche
mL Inhibitor
50 mM Tris/HCI Sigma Aldrich
Lysispuffer 1.5 mM NacCl
pH 7.4 2 mM EDTA
1% Triton-X 100 Sigma Aldrich
th;)?_tlpéucf)fer 10mM Zitronensaure Sigma Aldrich
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119 mM NaCl
4.8 mM KCI
1.2 mM KH2PO,
2.5 mM NaHCG; Riedel de Haen
1.2mM MgSQO, x 7H,O Riedel de Haen
Perfusionspuffer 5mM alpha D-Glucose Serva
pH 7.4 0.67 mM Glutamin Invitrogen
20 mM Hepes pH 6.8-8.2 Sigma Aldrich
2% Pen (100U/mL) /Strep Invitrogen
(100pg/mL)
1 Tablette auf 100  complete protease Roche
mL inhibitor
500 mL Optimem Invitrogen
(gebrauchsfertig)
Zellwaschmedium 5mM alpha D-Glucose Serva
oH 7.4 0.67 mM Glutamax (200 mM) Inv!trogen
' 2% Pen (100U/mL)/Strep Invitrogen
(100pg/mL)
2% FCS Invitrogen
10 mM Tris/ HCI
TB“;L'; utter 150 mM NaCl
' 0.05 % Tween 20 Sigma Aldrich
500 mL DMEM Medium Invitrogen
10 % FCS Invitrogen
. 1% Pen (100U/mL) /Strep Invitrogen
Zellkulturmedium (100pg/mL) Invitrogen
1% Glutamax (200mM) Invitrogen
1% NEAA (x100) Invitrogen
128 mM NaCl
5.4 mM M SKC*I7H 0
1 mM 9SO 7H> Riedel de Haen
CaCh * 2H,0 : y
1.8 mM " Riedel de Haen
Transportpuffer 1.2 mM NaHPO4*7H,0

NaH2PO4 * H20

0.4 mM

15 mM Hepes (gl—é)range 6.8- Sigma Aldrich

20 mM alpha b-GIucose Serva

4.2 mM NaHCO; Riedel de Haen
Stopplésung 1uM Interner Standard

MeOH (gebrauchsfertig)

2.4. Tierhaltung

Fir alle Versuche wurden méannliche Han Wistar Rattdt einem Gewicht zwischen 200

und 350 Gramm verwendet. Die Tiere wurden untertikarerlichen Bedingungen: 22 °C
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Raumtemperatur (RT), 12 h Tag/Nacht Zyklus und efrei Zugriff zu Wasser bzw.
Standardfutter gehalten

2.5. Gewebepraparation zur Analyse der Proteinexpression

Die Gewebepraparation wurde ausschlie3lich an Ratiegenommen, die mittels Isofluran

betaubt und mittels Genickbruch getttet wurden.

2.5.1. Praparation von Organhomogenaten

Aus dem geotffneten Bauchraum wurden zuerst LebereNLunge mit eiskaltem PBS-Puffer
(C&*, Mg** frei) Uber zufiihrende GefaRe perfundiert um sietftdi zu spilen. Nach
Entnahme der Organe wurden sie gewogen und danagkkialten Homogenisierungspuffer
Uberfuhrt. Zum Schluss wurde der Darm vom Pyloriss Zum Caecum entnommen, die
Nahrungsreste mittels eiskalten PBS-Puffers hegaspilt und der Darm in drei gleich grol3e
Teile geteilt. Nach Bestimmung der Gewichte wurdeneinzelnen Darmstlcke in eiskalten
Homogenisierungspuffer dberfuhrt. Alle Organe wurdaittels Skalpell in ca. 2 x 2 mm
Stucke fein zerkleinert und mittels Potter-S-Hommagator bei 500 rpm homogenisiert. Nach
5 minitiger Zentrifugation bei 850gs 4 °C wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen
und das Volumen und die Proteinkonzentration (si@bschnitt 2.6.1) bestimmt. Bis zur

Weiterverarbeitung wurden die Proben bei -80 °@liguots eingefroren.

2.5.2. Herstellung von Intestinalhomogenaten

Die Praparation erfolgte nach der abgewandteltethdt von Mohri et al. (Mohri und
Uesawa 2001). Dafur wurden der gesamte Dinndarm Dic#darm (ca. 100-120 cm)
entnommen und mit eiskaltem Waschpuffer gut gespiitt Nahrungsreste zu entfernen.
Beginnend am Pylorus wurde der Darm in 3 cm langpschAnitte geteilt. Die ersten drei
Abschnitte hinter dem Pylorus wurden dem Duodenund der letzte Abschnitt vor dem
Caecum dem lleum zugeordnet. Alle Proben hinter déascum wurden dem Colon
zugeordnet, wahrend die Abschnitte zwischen Duodennd lleum zum Jejunum gehdrten,
dass in der Ratte, abhéngig von der Darmlange,ckers 23 und 27 Abschnitte einnahm
(Sharp und LaRegina 1998). Wahrend der gesamtdatitso wurde auf Eis gearbeitet und
auch eiskalte Puffer verwendet. Jeder Darmabschmittvurde eiskaltem Separationspuffer
gespult. Die Isolierung der Zellen aus dem Darnolgté durch sanftes Pressen des Darms

mit einer Pinzette. Dieser Ablauf wurde fir jedegyi®ent jeweils drei Mal wiederholt. Die
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isolierten Zellen wurden mit Homogenisierungspuffggwaschen und anschlieRend bei
800 xg, 5 min, 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde meuen Homogenisierungspuffer
resuspendiert und mittels Potter-S-Homogenisatob®@ rpm, 10 Hibe aufgeschlossen. Der
Uberstand wurde nach abermaliger Zentrifugatiord (8§, 10 min, 4 °C) und Bestimmung

der Proteinkonzentration (siehe Abschnitt 2.6.1)-8@ °C weggefroren.

2.5.3. Isolation der einzelnen Enterozytenpopulationen

Fur die Isolation unterschiedlicher Enterozytenpaponen wurde nicht der gesamte Darm
verwendet, sondern ein ca. 30 cm langes Stiuck ber®n Jejunums. Das isolierte Darmstlck
wurde nach dem Spilen (PBS-Puffer) mit Separatigfifesp gefullt und die Enden mit
chirurgischem Faden abgebunden. Dieses Darmfragmende in PBS-Puffer (+ 20 %
Glycerin) Uberfihrt und unter Schitteln 5 min imuBchrank (37 °C, 5 % Cinkubiert.
AnschlieRend wurde der Darm vorsichtig massiert gedffnet. Der Darminhalt wurde
verworfen, da es sich hauptsachlich um Nahrungsmastl geléster Mucus handelte. Danach
wurde der Darm erneut mit Separationspuffer getfiild fir weitere 10 min im Brutschrank
inkubiert. Der Darm wurde abermals vorsichtig magsgeotffnet und die isolierten Zellen in
ein Falconréhrchen Uberfuhrt. Diese Prozedur wurdeh drei weitere Male, unter
Verwendung einer 10 minutigen Inkubationszeit wrbd#. Die daraus resultierenden
Zellfraktionen wurden anschliel3end mikroskopisameeiEnterozytenpopulation zugeordnet
und fotografiert. Alle Zellfraktionen wurden nacardZzuordnung fiir 5 min, bei 50gund bei

4 °C zentrifugiert und in frischen PBS-Puffer vargig resuspendiert. Dieser Waschschritt
wurde noch zwei weitere Male wiederholt. Von jedeilfraktion wurde anschlieRend 5 mL
abgenommen, bei 100g¢ 5 min, 4 °C zentrifugiert und das Zellpellet raitnL Lysispuffer
resuspendiert und fur 30 min auf Eis inkubiert. &b®Rend wurden die lysierten Zellen
10 min bei 10000 g und 4 °C zentrifugiert, um die Zellkerne zu entfn. Der Uberstand
wurde nach Bestimmung der Proteinkonzentratiorhésigbschnitt 2.6.1) bei -80 °C bis zur

Weiterverarbeitung gelagert.

2.6. Biochemische Methoden

2.6.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Menge an Protein in den jeweiligen Proben wuriitels des ,Bicinchoninsédure (BCA)

Assay Protein Kit* von Pierce bestimmt. Diese Methoberuht auf einer zwei Schritt
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Reaktion. In der ersten Reaktion findet eine Clnefig von Kupfer satt und bildet einen
blauen Komplex (Biuret Reaktion). In der zweiteraR@n reagiert BCA, ein hoch sensitives
und selektiv, kolorimetrisches Detektionsreagenz dem Kupfer. Dieser BCA/Kupfer-
Komplex hat eine violette Farbe, ist wasserloslioid zeigt bei einer Wellenldnge von
562 nm eine lineare Absorption in Abhangigkeit wier Proteinmenge der Probe. Fir die
Proteinmessung wurden die Proben im jeweiligend?ufiveifach, finffach und zehnfach in
Doppelbestimmung verdinnt und der Versuch nach Bagaes Herstellers durchgeflhrt.

2.6.2. LDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (LDS-PAGE)

Die LDS-PAGE dient dazu, Proteine anhand ihres kudbkrgewichts aufzutrennen.
Polyacrylamid bildet ein engmaschiges Netz, dasn&leProteine schneller Uberwinden
kénnen, als GroRRere. Lithiumdodecylsulfat (LDS)dgihan die Peptidbindungen der Proteine
und bildet einen LDS-Proteinkomplex. LDS ist eirgatv geladenes Molekil und bewirkt,
unabhangig von der Eigenladung der Proteine, eggative Gesamtladung dieser Proteine
mit konstantem Ladungs-Masse-Verhaltnis.

Fur die Gelelektrophorese wurden 100 ug Protein hadt@nde Lysat- bzw.
Homogenatmengen mit dem 5fachen Volumen an Acetonr8® °C lGber Nacht ausgefallt,
anschlieRend fur 5 min bei 800@x 4 °C zentrifugiert und in 8 M Harnstoff (10 pLfau
100 pg Protein) resuspendiert. Nach Zugabe deshgleiVolumens an LDS-Probenpuffer
(2 x) erfolgte die Denaturierung der Proben furn88 bei 55 °C unter starkem Schitteln.
Anschlie3end wurden die Proteine (100 pg Protem@eltasche) in einem 4-12 % Bis/Tris
Gel bei 200 V fur ca. 1 h unter Eiskihlung der Gelkner aufgetrennt. Als Marker wurde
eine gefarbte Proteinmischung (Seeblue M&rketnvitrogen; 5 pL), sowie eine
Proteinmischung (Magic Mark®r Inivitrogen; 2.5 pL), die durch den Sekundaraier
erkannt wird und somit Uber ein Chemilumineszempdi verflgt, verwendet. Als

Positivkontrolle wurde ein Leberhomogenat (25 pey) Ratte eingesetzt.

2.6.3. Western Blot Detektion

Die in der LDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurdemcld Elektrotransfer auf eine
Nitrozellulose Membran Ubertragen. Der Transfeplgté Gber 1 h bei konstanten 30V in
einer eisgekuhlten Semidry-Blot-Apparatur. Ansdbdied wurden die Membranen 3 x 5 min
mit TBST-Puffer gewaschen und mit 5 % (m/V) Magdcmiin TBST-Puffer fir 1 h bei RT
unter Schuitteln gesattigt. Nach wiederholtem Was¢Bex 5 min mit TBST-Puffer) erfolgte
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die Inkubation mit den Primarantikdrpern in TBSTHeu/ 1 % (m/V) BSA Uber Nacht bei
4 °C. Unspezifisch gebundene Antikorper wurden kdureehrmaliges Waschen mit TBST-
Puffer (3 x 5 min) entfernt. Die Detektion der gatlanen Antikorper erfolgte mit Peroxidase
gekoppelten Sekundarantikorpern. Die Inkubation 8ekundarantikorper erfolgte unter
Schitteln tGber 1 h (RT) in TBST-Puffer/1 % (m/V)A&S Zur Farbung der Antigen-
Antikorper-Komplexe wurden die Membranen abermalg MBST-Puffer (3 x 5 min)
gewaschen, kurz getrocknet und mit 2 mL Luminol g&ea (ECL Western Lightning™) flr
1 min inkubiert. Nach Entfernen der Uberschissigéitissigkeit wurden die
chemilumineszierenden Banden mit Hilfe des ChemiPo¢RS detektiert und fotografiert.
Die Banden wurden anschlielRend densitometrischr dintleilfenahme der Quantity One 1-D
Software™ ausgewertet. Alle verwendeten Primar- (Bekundarantikdrper sind unter
Chemikalien (siehe Abschnitt 2.2) aufgelistet, veslttk die  eingesetzten

Antikérperverdiinnungen im Anhang 1 zu finden sind.

A B
CYP2B1 e — -———
CYP3A |t -
CYP2D1 | gy s gy v 409 -G

CYP2CE | i 1 s by == o e

D J1J2J3 | C S1S2S3S4 5 0 50 100 150 200 250
CYP P450 Menge [fmol]

Abbildung 6: Schematische Darstellung der CYP P45Quantifizierung mittels Supersomen™

In A) ist ein Beispiel eines Western Blots zur Quaritfiang von CYP 450 dargestellt (D: Duodenum; J1:
oberes Jejunum; J2: mittleres Jejunum; J3: untleemum; |: lleum; C: Colon; S1-4: Supersomen™ -Gatus.
Die Bandendichte der Supersomen™-Standards wurdemendet, um daraus, wie B) am Beispiel von
CYP2B1ldargestellt, Standardreihen zu erstellen.

2.6.4. Quantifizierung der CYP P450 Expression

Fur die absolute Quantifizierung der CYP P450 Esgian wurden Supersomen™ mit
rekombinanten CYP P450 Isoformen eingesetzt. Bei $igpersomen™ handelt es sich um
isolierte Mikrosomen von Baculovirus infiziertensektenzellen, die ein rekombinantes
CYP P450 Enzyme der Ratte enthalten, deren Koratéorir genau definiert ist

(Herstellerangaben). Supersomen™ mit den Isofor@¥P3Al, 2B1, 2C6, 2D1 standen

dabei fUr die Quantifizierung zur Verfigung. Fle dpuantifizierung wurden verschiedene
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Mengen einer CYP P450 Isoform in der LDS-PAGE aufgent, geblottet und
densitometrisch ausgewertet.

Mit Hilfe der ermittelten Bandendichte der Supersoi® und der absoluten CYP P450
Menge wurde eine Standardgerade generiert, anhasden die absoluten Mengen der
CYP P450 Isoformen in den Darmhomogenaten undyZelién berechnet werden konnte. In
Abbildung 6 ist die Quantifizierung der CYP P450oteme entlang der horizontalen
Darmachse bildlich dargestellt.

2.6.5. Immunhistochemische Farbung

Die Ratte wurde mittels Ather kurz narkotisiert urshschlieBend durch o6ffnen der
Halsschlagader getotet und entblutet. Nach Offnes Bauchraumes wurde der Darm
entnommen und ein ca. 0.5 cm lange Darmstlcke tdiv@gh dem Pylorus (Duodenum), der
Dunndarmmitte (Jejunum), direkt vor dem Caecumu(t® vom Caecum und direkt nach
dem Caecum (Colon) herausgeschnitten und getrimbiese Darmstiicke wurden
anschlieBend in 10 % Formaldehyd Gberfihrt und diart24 h bei RT entwassert. Die
entwasserten Organsticke wurden in eine ansteigélkd@olreihe (70 %-,80 %-, 2 x 96 %-
Ethanol (EtOH), 2 x Isopropranol, 3 x Xylol, 2 xrB#in je 10 min) weiter entwassert und
somit auf das Eindecken mit Paraffin vorbereiteb Anschluss wurden die Organe in
histologische Einbettkassetten Gberfuhrt und mitrafia (60 °C) eingeblockt. Die
Organstiucke in den Paraffinblocke wurden mit eindikrotom in 4-6 um dicke Schnitte
geschnitten und vorsichtig auf Objekttrager (Supstf plu§) gezogen. Bis zur
immunhistochemischen Farbung wurden die Schnittekm und dunkel bei RT gelagert.
Grundlage der immunhistochemischen Farbung ist Amggen-Antikdrperreaktion, die es
erlaubt ein spezifisches Protein in Gewebeschnitianhzuweisen. Hierbei wurden die
Paraffinschnitte der einzelnen Darmabschnitte aeifEckpression der Markerproteine Villin
(maturierte Enterozyten) und Ki-67 (juvenile Entarien) und auf die CYP3A Expression hin
untersucht. Die Immunfarbung selber erfolgte nadr &treptavidin/Biotin-Komplex-
Methode (StreptABC-Methode), diese beruht auf darken Affinitat zwischen Streptavidin
und Biotin.

Fur die Farbung wurden die Organschnitte fur 10 mitXylol entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe (1 x Xylol, 2 x Isoprapog 2 x 96 %-, 1 x 70 %- und 1 x 50 %-

EtOH jeweils kurz gespult) hydratisiert und in désttes Wasser uberfuhrt. Um eine
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bestmdgliche Bindung zwischen Antigen und Antikdrpe gewahrleisten, missen Antigene
in manchen Fallen vor der Farbung uber bestimmteb&wandlungen konformationell
renaturiert werden. FuUr die hier eingesetzten Ampkr wurden verschiedenen
Vorbehandlungen durchgefihrt, die im Anhang 2 zusangestellt sind. Die in den Geweben
befindlichen Peroxidasen wurden am Anschluss anMdidbehandlung und eines kurzen
Waschschritts in PBS-Waschpuffer mittels 3 % Wasde#peroxid-Losung fur 15 min, RT
geblockt. Nach dem Spiulen der Schnitte in PBS-Wadber wurden sie mit Ziegenserum
(Anti-CYP3A) bzw. Proteinblock (Anti-Ki-67, Anti-Miin) 10 min bei RT inkubiert, um die
unspezifischen Bindungen zu sattigen. Danach ddolije Inkubation mit dem ersten
Antikorper. Dazu wurden alle Schnitte mit 50 pL ¢ereiligen Primarantikbrperverdiinnung
(in PBS-BSA) versetzt und fur 40 min bei RT inkuhieNach einem kurzen Waschschritt
(PBS-Waschpuffer) wurden die Organschnitte mit BGeiner Sekundarantikérperlésung (in
PBS-BSA) fur 20 min bei RT inkubiert. Nach einemiten Waschschritt erfolgte die
Inkubation der Schnitte mit dem praformierten Stejalin-Peroxidase-Konjugat fur 20 min
bei RT. Danach erfolgten ein erneuter Waschschntd die Inkubation der Schnitte mit
Diaminobenzidin-Lésung (DAB-L6sung) fur 2-3 min BRT. Durch die an den Konjugaten
gebundene Peroxidase wurde die Farbung der mamki€ttoteine in den Schnitten, Uber
DAB-Oxidation ausgelOst. Im Anschluss wurden diehr8te, nach einem Kkurzen
Waschschritt (PBS-Waschpuffer) in Hamatoxylin-L6g&10 min gegengefarbt.

Ki-67 : —== o Villin 3 = CYP3A =

Abbildung 7: Negative Kontrollen der Immunhistologischen Detektion

Die negativen Kontrollen der einzelnen Antikdrpdréedlungen wurden jeweils nur im Duodenum
durchgefuhrt. Die Proben wurden nicht mit Priméikaitper behandelt und sollen auf unspezifische Binggn
der Sekundarantikérper mit dem Organ oder mit Bbooteinen hinweisen.

Zur besseren Darstellung der Darmmorphologie wurdarsétzliche, unbehandelte
Paraffinschnitte aller Darmregionen erst Gber éfi@holreihe (siehe oben) hydratisiert und
geklart. Diese wurden anschlieend fur 10 min imB@xylin-Eosin-Losung gefarbt. Alle
Schnitte wurden dann erneut kurz in destillierterewgschen und Uber eine kurze
Alkoholreihe und Xylol (1 x 1 min 95 % EtOH, 2 xn3n 100 % EtOH, 2 x 5 min Xylol)
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dehydriert und geklart. AbschlieRend wurden digdeen Schnitte mit Eindeckmedium ein-
und mit Deckglasern ab-gedeckt. Die Spezifitat 8ekundarantikbrper wurde anhand von
Gewebeschnitten des Duodenums Uberprift. Es korkeere unspezifischen Bindungen
festgestellt werden (siehe Abbildung 7). Die verdeten Kits und genauen

Antikérperverdiinnungen sind im Anhang 2 aufgelistet

2.7.  Funktioneller Assay mittels primaren Enterozyten-Madell

2.7.1. Isolation der maturierten, primaren Ratten-Enterozyten

Aufgrund des sehr hohen Sauerstoffbedarf der Enyegn mussen alle verwendeten Puffer
und Medien vor Versuchsbeginn carbogenisiert wel#eght und Fleming 1993; Saravi et
al. 1997). Nach Toétung der mit Isofluran betaubt@nnlichen Ratten mittels Genickbruch
wurde ein 30 cm langes Darmstiick des oberen Jegimtmommen und mit 37 °C warmen
Perfusionspuffer gut gespult. Danach wurde der DarnPerfusionspuffer, der 5 uM des
Apoptosehemmers Interleukin-13-Converting-Enzyntebimor-1 (ICE-Inhibitor-1) enthielt,
Uberfuhrt und dort bis zum Beginn der Isolationubiert (ca. 10 min). Zur Isolation der
Enterozyten wurde das Darmstick mit 0.5 mM DTT exfésionspuffer (37 °C) geftillt und
die Enden mit chirurgischem Faden abgebunden. Danaarde das Darmstick in
Perfusionspuffer Uberfiihrt, unter Schitteln 5 minBrutschrank (37 °C, 5 % Gpinkubiert,
danach vorsichtig massiert und getffnet. Der Indedser ersten Fraktion wurde verworfen,
da diese hauptsachlich Nahrungsreste und gelogteoh DTT reduzierten Mucus enthielt.
Danach wurde die Prozedur wiederholt, allerdings emer verlangerten Inkubationszeit
(20 min). Anschlielend wurde der Darm erneut vbigic massiert und getffnet. Der
Darminhalt, der nun hauptséachlich isolierte Entgtez enthielt, wurde in ein Falconrohrchen
Uberfuhrt und zwei Mal mit frischem Zellwaschmedigewaschen (50¢, 5 min, RT).
Danach wurde die Zellsuspension mit gleichem Volun®e25 % Trypsin/EDTA-L6sung
versetzt und fir 2-3 min trituiert. Die Trypsinaktat wurde durch Zugabe von 10 % FCS in
Zellwaschpuffer gestoppt. Die Zellen wurden danéich5 min bei 100>g, RT herunter
zentrifugiert und in frischen Zellwaschpuffer regsesdiert. Zur Bestimmung der Zellzahl in
der Suspension wurde ein Aliquot der Zellsuspensiom Verhaltnis 1+4 mit
Trypanblaulésung (0.4 %) gemischt, und die Zellzatkroskopisch mit einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Fur den sich anschlieRendemabuokschen Assay wurde die

Zellfraktion auf 3 Millionen (Mio) Zellen/mL mit Zavaschpuffer verdinnt. Aul3erdem
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wurde auch die Proteinkonzentration der Zellverdingnbestimmt. Dazu wurden 15 Mio
Zellen (5 mL) entnommen, fur 5 min bei 15@xRT zentrifugiert, das Zellpellet in 5 mL

Lysispuffer aufgenommen und fir 30 min auf Eis inleut. Die Proben wurden danach, zur
Abtrennung der Zellkerne, erneut fur 10 min, bel0Q®xg, 4 °C zentrifugiert und die

Proteinkonzentration (siehe Abschnitt 2.6.1) desrstands bestimmt.

2.7.1.1. Vitalitdtsbestimmung der Enterozyten

Zur Uberpriifung der Vitalitat der primaren Rattemdfozyten wurde die Caspaseaktivitat
bestimmt. Dazu wurde ein kommerziell erhaltlichessAy eingesetzt. Die Caspaseaktivitat
wird reflektiert durch die Generierung eines flismierenden Spaltungsprodukt aus einem
nicht-fluoreszierenden Caspasesubstrat (Rhodamifi Derivat; Z-DEVD-R110) und
korreliert direkt mit der Apoptoserate der Entetterny Die Durchfihrung des Assays erfolgte
nach Angaben des Herstellers. Die Zellen wurder2@000 bzw. 40000 Zellen/mL verdinnt
und davon jeweils 50 pL auf schwarze lichtundurssilge 96-Loch-Platten pipettiert. Zu den
Zellen wurden 50 pL Assayreagenz gegeben und dsatarfir 30 min, RT, unter Schitteln
inkubiert.  Anschlieend wurde die Fluoreszenz im N@&E Plattenreader
(Ex. 485 nm/Em. 535 nm) detektiert. Es wurden jésvBioppelbestimmungen durchgefuhrt.
Ein Caspasewert unterhalb von 2000 Counts/4000@rZelreflektiert eine niedrige

Apoptoseaktivitat und wurde daher als Akzeptanekitiin festgelegt.

2.7.2. Metabolischer Stabilitdtsassay mit primaren RattenEnterozyten

Zur Darstellung der Funktionalitat des primaren t&aEnterozyten-Modells wurde die
metabolische Aktivitat der Zellen anhand verschiede Test-Substanzen tber mehrere
Zeitpunkte hinweg bestimmt. Der Assay wurde in eind8-Loch-Zellkulturplatte
durchgefuhrt. Zu Beginn des Experiments wurdenienRlattenvertiefungen jeweils 150 pL
einer 1.67fach konzentrierter Substanzlésung inlwésichmedium (bezogen auf die
Endkonzentration im Ansatz) fur 8 Zeitpunkte voeggl Die 0 min-Werte wurden sofort mit
250 pL eiskalter Stopplésung abgestoppt. Zum Start Reaktion wurden 100 pL der
Enterozytenverdinnung (3 Mio Zellen/mL) zu jedeb&anzldésung gegeben und der Ansatz
in einem Brutschrank (37 °C, 5 % @Qunter Schitteln inkubiert. Die 0 min-Werte wurden
sofort auf eine 96-Tiefloch-Platte uUberfuhrt, dichterschlossen und bis zur
Weiterverarbeitung bei -20 °C (mindestens 12 h)gedémren. Zu den jeweiligen Zeitpunkten
wurden die Ansatze durch Zugabe von je 250 pL #eskeStopplosung abgestoppt, die
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Proben in eine 96-Tiefloch-Platte Uberfihrt und b20 °C bis zur Weiterverarbeitung
(mindestens 12 h) weggefroren. Zur Weiterverarbgtwurden die Proben fur 15 min, bei
1600 xg, 4 °C zentrifugiert, der Uberstand in HPLC- bzvC-MS/MS-GefaRe tberfiihrt und

die Substrat- und Metabolitenkonzentrationen arsigtbestimmit.

2.7.3. Auswertung des funktionellen Enterozyten-Assays

Die Peakflachen der HPLC bzw. der LC-MS/MS Analytikrden mittels Standardkurven in

Konzentrationen umgewandelt.

2.7.3.1. Bestimmung der Initialgeschwindigkeit

Die Initialgeschwindigkeit einer enzymatischen Reak gibt an wie gut ein Substrat vom
Enzym erkannt und umgesetzt wird, bevor andereofakt wie Energiemangel, Vitalitat der
Zellen, Substratverbrauch die Reaktion verlangsaniém die Initialgeschwindigkeit zu
bestimmen, wurde die Substanzkonzentration der t&ubsin Stoffmenge abgebauter
Substanz pro mg Enterozyten-Protein (E-Protein).ijaw 1 Mio Zellen umgerechnet (siehe
Formel 1). Die Konzentration der Metaboliten wurdeh der gleichen Formel in Stoffmenge
gebildeter Substanz pro mg E-Protein bzw. pro 1 Eétblen umgewandelt, wobei die
Ausgangskonzentration hier den Wert 0 einnimmt. Beeechneten Stoffmengen wurden in
Konzentrations-/Zeitdiagramme dargestellt und ddie Steigung der linearen Phase als

Initialgeschwindigkeiten abgelesen.

_Ct

~Can -G oder _ Con
n = 7 n = P

Formel 1: Berechnung der metabolisierten und gebildten Stoffmengen.

n;: abgebaute oder gebildete Stoffmenge [pmol/1 Mitle]loder [pmol/mg E-Protein{on:
Ausgangskonzentration [pmol/mL{,: Konzentration Substrat zum Zeitpunk t [pmol/mB];Proteinmenge im
Versuch in [mg/mL];Z: Zellzahl im Versuch in [Zellen/mL]

2.7.3.2. Berechnung intrinsischen Clearance der primareergnyten (Clat o)

Die CLn reflektiert die Fahigkeit des Darms eine Substamz metabolisieren ohne
Einflussfaktoren, wie Blutfluss, Proteinbindung, s&lbption etc. Der Quotient aus der
Stoffmenge der metabolisierten Substanz und dechEléunter der Konzentrations-/Zeit-
Kurve (AUC) ergibt die Clx pe der Substanz. Die Stoffmenge an metabolisiertdrstanz

wurde mittels Formel 1 berechnet, wobei hier @er Konzentration des letzten
Inkubationszeitpunkt entspricht. Die AUC wurde dni®f3end Uber die Formel 2 berechnet.
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AUC1®n = ﬁ ’ (tn+1 - tn)
®n 2

Formel 2: Berechnung der Flache unter der Konzentrdons-/Zeit-Kurve mittels Trapezregel.
C: Konzentration unmetabolisierter Substanz [nmd/ft Inkubationszeit [min]; AUG, ,: Flache unter der
Konzentration/Zeit-Kurve [(nmol x min)/pL]

2.8.  Funktioneller Assay mittels ,Everted Sac* Modell

2.8.1. Isolation von ,Everted Sacs*

Als ,Everted Sac" bezeichnet man umgestilpte undiilige Darmsegmente, die zur
Charakterisierung der intestinalen Stabilitat uednfieation von Arzneimittelkandidaten tber
die Darmwand eingesetzt werden. Vor dem Versuchdemurwiederum alle verwendeten
Puffer und Medien 10 min carbogenisiert. Fur digparation der ,Everted Sacs” wurde das,
mit eiskalter isotonischer Natriumchloridldsunggplementiert mit 5 mM Glutamin und 2 %
Pen/Strep) gespulte Jejunum eingesetzt. Zum Unestilges Darms wurde durch das
Darmlumen ein Draht gezogen und der Darm mittelahBraken umgestllpt. Der
umgestilpte Darm wurde in 37 °C warmen ES-Mediunpggementiert mit 5 puM
Apoptosehemmer ICE-Inhibitor-I) Gberfihrt, dort é8. min inkubiert, anschlielend mit ES-
Medium prall gefillt und an den Enden mit chiruafism Faden abgebunden. Von diesem
abgebundenen Darm wurden aus verschiedenen Beameidbgs Jejunums 2-3 cm lange
Darmsticke (,Everted Sacs") abgeschnurt, die démrdie funktionellen Assays eingesetzt

wurden.

2.8.2. Metabolischer Stabilitdtsassay mit ,Everted Sacs*

Fur jeden Versuch wurden 4-8 praparierte ,EvertadsS(ES) verwendet. Inkubationsgefal3e
(Packard Gefal3e) wurden mit 10 mL Zellwaschmedi8h°C, frisch carbogenisiert) gefullt
und mit Substanz versetzt. Gleich nach Zugabe ddrst&8nz wurden drei Aliquots
entnommen @ h-Wert). Danach wurden die frisch préaparierten ,EverteatsS zu den
InkubationsgefaRen gegeben und anschlieBend béiC 3dnter Schitteln und dicht
verschlossen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubatemiiswurden die ,Everted Sacs” aus dem
Medium entfernt, vom Medium drei Aliquots enthommdmukosale Seit¢ Die
entnommenen ,Everted Sacs* wurden mit isotonistteriumchloridlésung gut gespuilt, auf
einem Papiertuch abgetupft, abgewogen, aufgesehnithd der Inhalt in Eppendorfgefal3e

Uberfuhrt. Von dem Inhaltsérosale Seite wurde jeweils ein Aliquot entnommen. Der
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entleerte Darm wurde mittels isotonischer Natriulogtiosung gut gespilt, auf einem
Papiertuch abgetupft, erneut abgewogen und anBelmice mit 5 mL 1 M Natriumhydroxid-
Losung (NaOH-LAsung; 37 °C) unter Schutteln 2 lglaardaut. Danach wurde der Verdau
mittels 6 M HCL neutralisiert und drei Aliquots eninmen Darmproben). Ein weiteres
Aliquot (500 pL) wurde zur Proteinkonzentrationdremung (siehe Abschnitt 2.6.1)
verwendet. Die jeweiligen Konzentrationen der T&sbstanzen im Ansatz und die Volumina
der abgenommenen Aliquots sind in Tabelle 2 daefjfestul3erdem wurden alle Substanzen
und deren Metaboliten auf die Stabilitdt in 1 M Manhydroxid-Loésung hin getestet und

waren alle ausnahmslos stabil.

Tabelle 2: Konzentration der Test-Substanzen im Arsz und in der Stammlésung bzw. Volumina der
entnommenen Aliguots.

CStammls . CAssa H VAIi uots
Substanz 9 Y Analytik Probe 9
[mM] [uM] Y [uL]
0 h-Wert 200
MDZ,DEX, mukosale Seite 200
BUPR 10 3 LC-MS/MS serosale Seite 200
Darmprobe 200
0 h-Wert 750
TESTO 50 o5 HPLC mukosale Seite 750

serosale Seite 600
Darmprobe 750

V: Volumen; C: Konzentration; MDZ: Midazolam; DEXDextromethorphan; BUPR: Bupropion; TESTO:
Testosteron

2.8.2.1. Probenaufarbeitung fur die LC-MS/MS

Alle entnommenen Aliquots wurden mit gleichen Volom an Stopplésung versetzt und
sofort bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung weggefn. Fur die Weiterverarbeitung wurden
die Proben fiir 15 min, bei 1600gx 4 °C zentrifugiert, der Uberstand in LC-MS/MS-Gigé
Uberfuhrt und die Substrat- und Metabolitenkonzign analytisch bestimmt.

2.8.2.2. Probenaufarbeitung fur die HPLC

Alle entnommenen Aliquots wurden mit gleichen Voloenan Ethylacetat versetzt, 15 min
auf einem Uberkopfschiittler extrahiert und ans@died fir 10 min bei 5000¢ 4 °C
zentrifugiert, um die Phasen zu trennen. Die oigydr@ Phase wurde vorsichtig abgenommen,
unter Stickstoff abgedampft und abschliel3end dieogkneten Proben mit MeOH/Wasser
(1 + 1) versetzt. Die serosalen Proben bzw. Darbgarowurden in 250 pL, wahrend die

mukosalen Proben bzw. die 0 h-Werte in 350 uL Me@&kser (1 + 1) aufgenommen
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wurden. AnschlieBend wurden die Proben 10 s awdraidhirimixer gut gemischt, um die
trockenen Proben aufzulésen, in HPLC-GefalRe Ubsrfiiimd analytisch vermessen.
AulRerdem wurde die Extraktionsrate von TESTO unidese Metaboliten in Ethylacetat
ermittelt. Alle untersuchten Substanzen zeigtee &xtraktionsrate zwischen 80-100 % uber
einen Konzentrationsbereich von 25-0.4 uM (TEST®@y.b10-0.14 uM (Metabolite). Die
Extraktion wurde daher als vollstandig angesehem¢sAnhang 3).

2.8.3. Auswertung der funktionellen Assays mittels ,Evertel Sacs”

2.8.3.1. Berechnung der metabolisierten und gebildeten Stiye

Zur Berechnung der metabolischen Aktivitat wurdaa &ubstratkonzentrationen mittels
HPLC-, bzw. der LC-MS/MS-Analytik bestimmt. Fur ds&rechnung der Stoffmengen in den
entnommen Proben (mukosale, serosale Probe, O h-Wwl Darmprobe) wurden die
Peakflachen der Analytik und Formel 3 herangezod¢erder Formel 3 berechnet sich das
Probevolumen (Mon9 der serosalen Probe aus der Differenz des gafiliind leeren

Darmgewichts, wobei das Gewicht des Inhalts nalgsweise als Volumen der Probe

verwendet wird.

n= FEProbe ’ VF ’ VProbe

mS R

Formel 3: Berechnung der unmetabolisierten Stoffmege bzw. Stoffmenge an entstandenen Metaboliten
in den ,Everted Sac" Proben.

n= Stoffmenge in der Probe [pmol];sp Anstieg der Standardgeraden [FE/ pM]; VF Verdimgsfaktor (gilt
nur fur die HPLC Analytik); ,one= mukosales Probevolumen [L]; FE: Peakflachen det® bzw. LC-MS/MS
Analytik

Im Falle der Darmprobe wird in Formel 3 ein Prodawten (MVeropg VOn 0.006 L verwendet,
weil durch Zugabe der Darmstticke und der HCL zuntNdisation ungefahr dieses Volumen
erreicht wurde. Es gibt keinen Verdunnungsfaktor fiie Proben aus der LC-MS/MS
Analytik, weil sowohl die Proben, als auch die Stareihen mit dem doppelten Volumen
an Stopplosung versetzt wurden. Fir die extramePmben der HPLC Analytik wurde der
Quotient aus Volumen an MeOH/Wasser (1 + 1) zud@suing der getrockneten Probe und
Volumen des urspringlich entnommenen Aliquots beret und als Verdinnungsfaktor in
Formel 3 eingesetzt. Die Summe der Stoffmengerr allénommenen Proben (mukosale,
serosal und Darm-Probe) wurde gebildet und dieelfiz zum 0 h-Wert ergibt die abgebaute
Stoffmenge. Um alle Darmstiicke miteinander vergieiczu kénnen, wurde die abgebaute
Stoffmenge auf 1 mg Gesamtprotein des verwendetgm§gliicks bezogen. Die Bildung der
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Metaboliten wurde auf die gleiche Weise berechedihch ohne den Vergleich zum 0 h-Wert
zu ziehen.

Die Methode erlaubt, zusatzlich zur metabolisché&tivitat, Aussagen dartber zu treffen, in
welchem Kompartiment eine Substanz oder deren Métab sich anreichern. Dafur wurden
die Konzentrationen der serosalen Probe und deosalén Probe auf 1 mg ,Everted Sac*
Proteins (ES-Protein) des verwendeten Darmstick®dsn, berechnet und miteinander
verglichen.

Der metabolische Assay mit dem ,Everted Sac*-Modellrde standardmafiig tber den
Gesamtproteinanteil der jeweiligen ,Everted SacsSgewertet. Daher kdnnen die Daten
nicht direkt mit dem priméren Ratten-Enterozytenedib verglichen werden, wo den Daten
ausschlie3lich Enterozyten-Protein (E-Protein) mode liegt. Um einen Vergleich der
metabolischen Methoden mit dem jeweiligen Zellmbdel gewahrleisten, wurde in einem
zusatzlichen Experiment der Anteil der ProteinmetigeEnterozyten an den ,Everted Sacs*
bestimmt. Daflr wurden jeweils 5-10 benachbarteni3siicke (ca. 3 cm) aus dem mittleren
Jejunum isoliert, gewogen und entweder im Ganzetelsni> mL 1 M NaOH verdaut oder die
Enterozyten mittels Spatel abgeschabt und diesefals®ein 5 mL 1 M NaOH verdaut. Die
Verdauung der Darmsticke bzw. Enterozyten erfolgieer Schitteln fir 2 h bei 37 °C.
AnschlieBend wurden die Proben mittels Zugabe vdW HBCL neutralisiert und eine
Proteinbestimmung (siehe Abschnitt 2.6.1) durchigefi Der Quotient aus dem
Gesamtproteinmenge der ,Everted Sacs" und der iRroémnge der Enterozyten wurde
gebildet (siehe Anhang 4). Ein Vergleich der Dagegab, dass die Enterozyten circa ein
Drittel (1/3.2) der ,Everted Sac* Proteinmenge aashen. Daher wurden fur die Berechnung
der Initialgeschwindigkeiten und fir diep K Vimax und Clic gs die Werte, sowohl flr

Gesamtprotein der ,Everted Sacs”, als auch furdtiotenge der Enterozyten berechnet.

2.8.3.2. Berechnung enzymkinetischer Daten von Testosteron

Der Ky- und VimaxWert wurden nur fur den Abbau von TESTO und didgskhung der

TESTO-Metabolite durchgefiihrt. Dafir wurde der TEBWMetabolismus Uber einen
Konzentrationsbereich von 5 bis 100 uM Uber mehré&estpunkte (10, 20, 30, 60 min)
verfolgt. Sowohl vom TESTO-Abbau, als auch von Betstehung seiner Metabolite wurden
Konzentrations-/Zeitdiagramme angefertigt und dnitidlgeschwindigkeiten im linearen
Bereich der Kurven ermittelt. Mittels der Initiakghwindigkeiten und den zugehdrigen

Konzentrationen wurde mit Hilfe des Simple-LiganohdBng-Tool von Sigma Blot™ unter
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Annahme einer einseitigen Sattigung, des Kind VihaxWert der enzymatischen Reaktion
berechnet. Die Gk s wurde darauf aus dem Quotient von,yund K, fur TESTO
berechnet.

2.8.3.3. Berechnung dejFirst pass” in vivo Clearance des Test-Substanzen

Um die Clgp prdes Darms zu berechnen, braucht man die intrimsi€t¢erance (Gk: pr) der
Test-Substanzen in den einzelnen Darmregionersiciieaus den metabolischen Abbauraten
und der intrinsichen Clearance der ,Everted SaC&i.(es) skalieren lasst. Die Gl.es kann
sowohl aus den enzymkinetischen Daten,Mind Ky, als auch tber den Abbau der Substanz
bei Verwendung von nur einer Substratkonzentratiotiels Formel 4 berechnet werden.
Nach Integration ergibt sich daraus die einfachehandhabende Formel 5, die hier fur die

Berechnung der Gl.es verwendet wurde (De Kanter et al. 2004).

dc
CLint :V, dt C

Formel 4: Berechnung der intrinischen Clearance (Clygs)-
C: eingesetzte Substratkonzentration; V: Volumen

Die CLn: es wurde ausgegeben pro mg Protein des eingesetBearted Sac”. Um die
intrinsische Clearance fur die Test-Substanzen glesamten Darmregion des oberen,
mittleren und unteren Jejunums (&b, CLint M3, CLint ug) Zu berechnen wurde die Giles mit
einem Skalierungs-Faktor multipliziert. Dabei wuidle Skalierungs-Faktoren aus der Masse
der Organstlicke, der ,Everted Sacs", sowie der MassProtein der einzelnen ,Everted Sac”
Proben berechnet (siehe Tabelle 3). Das Jejunumdvein200-250 g Ratten wurde daflr
entnommen und in drei gleich lange Teile zerlegiscalieRend die Feuchtgewichte aller

Teilstiicke bestimmt und der Mittelwert der Teil&t@@rrechnet.

|n Cinitial
CI-int ES =V’ ft

Formel 5: Integrierte Form der intrinischen Clearanceberechnung (Cl gs) fur die ,Everted Sacs"”
Cinitiai: Ausgangskonzentration des Substré@ts;Substratkonzentration zum Zeitpurtkinkubationszeitpunkt t;
V: Inkubationsvolumen

Die ,Everted Sac* selber wurden in jedem Versuchengdlls gewogen und der
Gesamtproteingehalt der jeweiligen ,Everted Saashittelt. Aus der Multiplikation des
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Anteils Protein am Gesamtgewicht der ,Everted S&efotein an £y UNd der Feuchtgewichte
der gesamten Darmsticke 4y ergaben sich die in Tabelle 3 zusammengefassten
Skalierungs-Faktoren.

Die Berechnung der Gk pr der Test-Substanzen im Darm kann nicht nach desichgin
Schema erfolgen, wie fur die G der Test-Substanzen in der Leber. Die-&Glerrechnet
sich aus dem Blutfluss, der skalierten intrinsiscki#earance (Ck;) und dem freien, nicht

an Plasmaprotein gebundenen Substanzanteil (fu).

Tabelle 3: Skalierungs-Faktoren der einzelnen Darnggionen der Ratte
Durch Multiplikation des Anteils der Proteinmasseder Gesamtmasse der ,Everted Sacs” und des
Gesamtgewichts des Organstiicks wurden die Skatjerbaktoren berechnet.

Darmregion Mrgan Fprotein an ES Skalierungs-Faktor
[mg]
oberes Jejunum (c 343( 0.05( 172
mittleres Jejunum (mJ) 3125 0.050 156
unteres Jejunum (uJ) 2965 0.052 154

F= Anteil der Proteinmenge am Gesamtgewicht der ejfed Sacs®, Mgae Feuchtgewichte der
Dinndarmdrittel

Der Blutfluss ist fir die Ckppr nicht von grof3er Bedeutung, weil dieser nicht die
metabolisierenden Substanzen dem Darm zur Verfugteily, sondern die absorbierten und
metabolisierten Substanzen abtransportiert. Darsit auch die Proteinbindung an
Plasmaproteine fur die Gkpr unerheblich und eher die Bindung der Substanzrateife
des Darminhalts von Bedeutung £fy), die aber in den folgenden Rechnungen vernaadbtéass
wurde. Um die Ckp pr der Ratte zu berechnen wurde dag.odel” verwendet, das von
Yang et al. im Jahr 2007 vorgestellt wurde und ria@gepassten Blutfluss des Darms
beinhaltet (siehe Formel 6) (Yang et al. 2007).

CL - Q Gut' CLint DR
o QGut + CLint DR

Formel 6: Berechnung der first pass in vivo Clearace des Darms
ClLpr: Clearance der jeweiligen Darmregion, Q: BlutflimsDarm; Cl: pr: intrinischen Clearance der jeweiligen Darmregion

Der Blutfluss des Darms @) der hier verwendet wurde, ist ein Hybrid aus Eermeation
der Substanz Uber die Enterozytegg{Rind dem Blutfluss, der durch die Zotten flie3erD
Petr, MmenschWWert wurde mittels Converter aus degpPuenscWVert, der wiederum mittels Caco-

2 Permeationsdaten &a b) ermittelt wurde, berechnet. Unter Zuhilfenahvoe Gastroplu$
wurde der B menschWert in den By rae Umgewandelt. Mittels der Permeation der Substanz
lasst sich aufgrund der Formel 7 die Permeatioesi@hce berechnen, woraus wiederum
mittels der Formel 8 der Blutfluss des Darms emethverden kann (&) (Yang et al. 2007).
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Die einzelnen Bfmensch Peff Ratte UND Rpp menschWWerte fiir die Substanzen sind im Anhang 5

zusammengetragen.

CL

Formel 7: Berechnung der Permeations-Clearance.
Pett ratte €ffektive Permeabilitat [cm/s] und A: DinndarmdtiEche der Darmregion [66 &armregion] fir
die Ratte (Pappenheimer 1998).

=P

eff ,Ratte A

Perm

Der in Formel 8 verwendete Blutfluss der Zotteneehnete sich aus dem Blutfluss der
mesenterischen Arterie (11.1 mL/min), die den Diammd versorgt, von dem 80 % im
nuichternen Zustand der Ratten auf den mukosaletflBlst kommen und von diesem
wiederum 60 % die Epithelzellen der Zotten versordgeamit ergibt sich ein Blutfluss von
ca. 5.3 mL/min fur die Zotten (&) einer ca. 200 g Ratte. Aus der berechneteg: Gkkann
man zusatzlich, durch Division dieser mit deni{dg Daten, die Fraktion berechnen, die die

Darmwand unverandert UbertrittdFund die Pfortader erreicht.

Q - Q/illi ’ CI-Perm
Gut
Q/illi +CLPerm

Formel 8: Berechnung des Blutflusses des Darms.
Qv : Blutfluss durch die Zotten (5.3 mL/min); &L, Permeations-Clearance (mL/min)

2.9.  Funktioneller Permeationsassay mittels Caco-2-ModEl

2.9.1. Caco-2 Zellkultur

Die Caco-2 Zelllinie ist eine humane epithelialeeAdkarzinomzelle des Kolons, die sich
unter invitro Kaultivierungsbedingungen wieder zu einer enteremgihnlichen Zelle
differenziert. Sie entwickelt innerhalb eines Zaitms von ca. 2-3 Wochen eine ausgepragte
Zellpolaritat durch die Ausbildung einer apikalendubasolateralen Membrandomane, die
durch ,Tight Junctions® voneinander abgegrenzt sind. Durch die Kultivigruauf
Filtereinsatzen sind sowohl die apikale, als auih lthsolaterale Seite zugéanglich (siehe
Abbildung 8), so dass mit diesem Modell die Perioeatvon Arzneimitteln untersucht
werden kann.

Alle nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte wardinter aseptischen Bedingungen in
einer Lamina-Air-Flow Arbeitsbank durchgefuhrt. Dfellen wurden in einem Brutschrank
bei 37 °C, 5% Cg 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Fir die Kultiviemg wurden 100 mL

Zellkulturflaschen verwendet. Das Medium wurde duial wochentlich gewechselt.
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Wirkstoff = i
— Filterinsert
__,\I p —
\ ' /
| f - Apikales Kompartiment
ALSISSES T TTTTTTIET |
A - Basolaterales Kompartiment

' Filter

Zellmonolayer

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Caco-2 Feeationsversuch.
Dargestellt ist ein Plattenfilter mit ausgesaterd:za Zellen, die ein einschichtiges Epithel auf deitter bilden.
Die Filter hangen in einer 12-Loch-Zellkulturplatte

FiUr die Aussaat auf Transwell-Filtereinsédtzen waordee Zellen in Suspension gebracht, in
dem sie mit HBSS-Puffer (&a Mg?* frei) gewaschen wurden und danach fiir 10 min mit
0.25 % Trypsin/EDTA-L6sung im Brutschrank inkubievturden. Nach Zentrifugation der
Zellen (5 min bei 200 g) wurde das Zellpellet in Zellkulturmedium resusgient und die
Anzahl der Zellen in der Neubauer-Zahlkammer bestirfsiehe Abschnitt 2.7.1).

2.9.2. Permeationsexperiment mit Caco-2 Zellen

Fir die Permeationsstudien wurden Caco-2 Zellenemigr Zellzahl von 300000 Zellen/mL
auf Transwef-Clear-Filtereinsatzen (Polyester; PorengroRep®? in 12-Loch-
Zellkulturplatte for mindestens 14 Tage in Zellkwihedium (1.5 mL) im Brutschrank
(37 °C, 5% CQ, 95 % Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Drei Mal wdckmélich wurde das
Zellkulturmedium gewechselt. Vor dem Versuch wumlier Transepitheliale Widerstand
(TEER-Wert) des Zellmonolayers in frischem Zellkuthedium bestimmt. Nur
Zellmonolayer mit einem Teerwert groRer als 400m? wurden fir den Versuch verwendet.
AnschlieRend wurde das Zellkulturmedium durch 37Ww@rmen Transportpuffer ersetzt
(0.5 mL apikal, 1.5 mL basolateral) und die Zellgir 5 min bei 37 °C auf die neue
Pufferumgebung equilibriert.

FUr das Transportexperiment wurden pro Substanzi zvaeallele Permeationsstudien
(Doppelbestimmung) apikal nach basolaterah (&) bzw. basolateral nach apikal §ba)
durchgefuhrt. Alle Substanzen wurden in einer Emdkotration von 2 puM in

Transportpuffer (Transportldsung) eingesetzt. Vam dransportldosungen werden je zwei
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Aliquots (T_-L6sung) entnommen und in eine 96-Tiefloch-Platte Uberflide nach Richtung
des untersuchenden Transports wurden basolatésainll. (aa b) oder apikal 0.5 mL
Transportpuffer (& a) vorgelegt und anschlieBend die Transportldsandas jeweilige
Kompartiment (a&a b, 0.5 mL apikal; & a, 1.5 mL basolateral) pipettiert. Danach wurden
die Zellfilter fir 5 min, bei 37 °C vorinkubiert.I&8ch im Anschluss wurde, je nach Versuch,
apikal (& b) bzw. basolateral gba) eine Aliquot Aomin bzw. Bomin) €ntnommen, auf eine
96-Tiefloch-Platte Uberflihrt und das jeweils and€oenpartiment (& b; basolateral; b a,
apikal) durch frischen Transportpuffer ersetzt. Biker wurden anschlie3end bei 37 °C unter

sanftem Schitteln fir 90 min inkubiert.

Vv

Akzeptor
Filter FE

Formel 9: Berechnung des Permeation (,-Wert) der Test-Substanzen

m: Anstieg zwischen den Peakflachen der Test-Smbetain den Proben &epior o min UNAd FEyzeptor 90 min
[FE/S]; Vakzepior YOlumen auf der Akzeptorseite [é}nAFmer: Flache des Filters [&h FEgonor o min LC-MS/MS
Peakflache der Substanzen des Dongkg,T[FE]

I:)app = mAkzeptorO® 90min A

Donor Omin

Danach wurde ein Aliquot aus beiden Seit®gofin, Boomin) €nthommen und auf eine 96-
Tiefloch-Platte tberftihrt. Die restliche Transpiésting auf den Zellen wurde durch 200 pL
Trypsin/EDTA ersetzt und fir 5 min bei 37 °C inkeltj um die Zellen vom Filter abzuldsen.
Die abgeltsten ZellenZgéllen) wurden auf eine 96-Tiefloch-Platte Uberflihrt. éAlProben
wurden mit dem gleichen Volumen an Stopplosung etetsund tber Nacht bei -20 °C
ausgefallt. Zur Weiterverarbeitung wurden die Probbei 1600>g, 15 min, 4°C
zentrifugiert, der Uberstand in LC-MS/MS GefaRertilgert und analytisch vermessen.

2.9.3. Auswertung Caco-2 Permeation

Uber die Peakflachen der LC-MS/MS-Analytik wurdebeti Formel 9 die BsWerte der
Test-Substanzen fir denaab und ba a Ansatz berechnet. Um unspezifische Bindungen
der Substanzen an den Zellen, Plastik etc. undchdiabolische Aktivitat der Zellen beurteilen

zu kénnen, wurde zusatzlich die Wiederfindung ddrssanzen tber Formel 10 berechnet.

FE + I:EDonor 90min + FE

R — Akzeptor90min
FE

T

Formel 10: Berechnung der Substanzwiederfindung in€aco-2 Experiment.

R: Substanzwiederfindung; kREeptorso min LC-MS/MS Peakflachen der Test-Substanzen des ptkee bei
t =90 min [FE]: Flsonor9o min LC-MS/MS Peakflachen der Test-Substanzen des 3dv&i t = 90 min [FE];
FEzeien LC-MS/MS Peakflachen der Substanzen in den Z¢h&l; FE; : LC-MS/MS Peakflachen der
Substanzen in der Transportldsung [FE]

Zellen - 100)/0
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2.10. Analytik

2.10.1. HPLC-Analytik

Die Analytik der HPLC beruht auf den unterschielaéin Affinitaten der Substanzen mit dem
Saulenmaterial und mit dem Laufmittel. Zusatzlidhrt der hohe Druck in der HPLC-Anlage
dazu, dass die Analysezeiten stark verkirzt wekdemen und dass die Nachweisgrenze der
Substanzen, durch sehr schmale Peaks, verringedewdann. Die Analytik der einzelnen
von der Saule eluierten Substanzen erfolgt mittAfévVIS Absorption. Die HPLC-Analytik
hier fand auf einer Agilent 1100C statt. Die Trengwerfolgte auf einer Reversed-Phase-C18-
Saule und mittels eines Laufmittelgemischs aus @u#il (ACN)/Wasser versetzt mit
jeweils 0.05 % Ameisensaure. Die Auftrennung desb@ngemischs erfolgte bei einer
Flussrate von 0.4 mL/min und mittels Laufmittelgeaden von 10 % ACN auf 65 % ACN
innerhalb von 7 min. Der ACN-Anteil wurde anschked innerhalb von 0.1 min auf 95 %
erhoht und Gber 1.9 min gehalten, um besondergphip® Substanzen von der Séule zu
eluieren. Danach wurde der ACN-Anteil auf das Augggemisch (10% ACN)
zuruckgefahren und somit die Saule fur die Trenneingr neuen Probe vorbereitet. Dieser
Gradient wurde gewahlt, da mit diesem die TESTOdWeliten vom Hauptpeak TESTO
getrennt wurden.

Von den Proben wurden 20 puL auf die Saule gegelizie. von der HPLC-Saule
aufgetrennten Substanzen wurden mittels Diodenadetaitor ( =210-400 nm) in der
Lichtzelle vermessen. Die Flachen aller Substarkpeaurden bei 240 nm (Absorptions-
maximum) ausgewertet. Zusatzlich zu den Proben ewrauch Standardreihen von allen
Substanzen vermessen und deren Peakflachen bestinaRetentionszeiten der Substanzen

sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: HPLC Retentionszeiten von Testosteron uhseinen Metaboliten

Substanz Retentionszeit
[min]
6ROF-TESTC 5.8(C
TESTO-GLUC 6.44
16ROH-TESTO 6.64
TESTO 7.93
Androstenedion 8.22

6ROH-TESTO: 6R-Hydroxtestosteron; TESTO-GLUC: Tssimn-Glucuronid; 16ROH-TESTO: 160R-
Hydroxytestosteron
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2.10.2. LC-MS/MS-Analytik
Die LC-MS/MS-Analytik ist eine Kopplung von HPLC drnTandem-Massenspektroskopie,

die die Molekilkonzentrationen in Abhangigkeit vdvasse-Ladungsverhaltnis bestimmt.
Die vorgeschaltet HPLC trennt die Substanzen aaoffjrihrer Polaritdt und leitet sie
anschlielend in die Elektronensprayquelle, wo diebé&n zu feinen Aerosolen zerstaubt
werden. In den anschlieRenden Quadropolen werden laien nach dem Masse zu
Ladungsverhaltnis getrennt. Im Quadropol-1 erfaligg erste Selektion des Molekilions
(,Mutter-lon*), das im zweiten Massenspektrometarrath Kollision mit einem Gas in
mehrere Bruchsticke (,Tochterionen®) fragmentierirdw Der Quadropol-2 dient der
Beschleunigung der fragmentierten Tochterionen,revéth der Quadropol-3 das spezifische
Fragment selektiert, das anschlieRend im Detektgistriert wird.

Von jeder Probe wurden 5 pL auf die ,Reversed-Pi@k&-Saule aufgetragen. Die HPLC
Trennung erfolgte mittels eines ACN/Wasser-Gemisjgveeils mit 0.1 % Essigsaure versetzt
und einer Flussgeschwindigkeit von 0.3 mL/min. Digrennung erfolgte mittels
Laufmittelgradienten von 25 % ACN auf 95 % ACN inmdn, der anschlieBend bei
95 % ACN fur 1.35 min konstant gehalten wurde. Dannde der Gradient wieder auf den
Ausgangswert 25 % ACN zuriuckgefahren. Die Eigentehader MS/MS Detektion
variierten unter den analysierten Substanzen urisi Anhang 6 zusammengefasst.

In allen detektierten Proben befand sich zusataticbh ein interner Standard, der mit der
Stopplésung (siehe Abschnitt 2.7.2, 2.8.2 und 2.912 den Proben gegeben wurde. Der
interne Standard dient der Kontrolle der Injektiahe aufgrund des kleinen Volumens
Schwankungen unterworfen ist. Deswegen wird diechdades Substanzpeaks immer ins

Verhéltnis zur Flache des internen Standards gesetz

2.11. Statistik

Eine statistische Auswertung wurde mit den Dates dererted Sac* Assay erhoben. Die
statistische Auswertung erfolgte Gber den U-Teshridann Whitney, einem parameterfreien
statistischen Test. Er dient zur Uberpriifung, obeizenabhangige Gruppen zur selben
Population gehdren. Hat man zwei Stichproben (Btmbe A und B), vergleicht man mit

dem U-Test jeden Wert der Stichprobe A mit jedenrtiler Stichprobe B. Es gibt also n(a)
mal n(b) viele Vergleiche. Als Nullhypothese (H(oMird angenommen, dass es keinen

Unterschied zwischen den Stichproben gibt, d.h. B\ Bie Auswertung erfolgte mittels der
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statistischen SoftwarBtatPlu$ (AnalystSoft) und die verwendete Irrtumswahrscliefikeit
betrug 0.05.
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3. Ergebnisse

3.1. CYP P450 Expression in verschiedenen Organen

Es ist bekannt, das CYP P450 Enzyme nicht nur inlader, sondern auch in anderen
Organen exprimiert werden. Auch CYP3A, das fur deetabolischen Abbau vieler
Arzneistoffe verantwortlich ist, wird relativ ubig@r exprimiert. Um zu Uberprifen in
welchen Proteinmengen CYP3A in den verschiedengaii@n vorliegt, wurden die Organe:
Leber, Niere, Lunge und Darm der Ratte enthommighésAbschnitt 2.5.1), homogenisiert
und nachfolgend im quantitativen Western Blot aigf @YP3A Expression analysiert. Der
Darm wurde dabei in drei gleichgrof3e Abschnitteedfgtda bekannt ist, dass sich die
Expression entlang des Darms verandern kann. Bindsentativer Western Blot ist in
Abbildung 9 unten und die quantifizierten Datendsim Abbildung 9 oben graphisch

dargestellt. Die quantifizierten Daten stellen jds/®littelwerte aus drei untersuchten Tieren

dar.
120
| Niere
100 1 ] oberes Jejunum
80 - H  mittleres Jejunum
] unteres Jejunum
60 :: :: [ ] Lunge
[ Leber
20

CYP 3A Menge [pmol/g Organ]

0 i

WB CYP3A | " s s o e g ™ — o oo P
81 §2 S3 S4 S5

Abbildung 9: CYP3A Expression in verschiedenen Orgaen.

Im Bild unten ist ein reprasentativer Western Blot Detektion von CYP3A dargestellt, wahrend dar(iie,
aus drei Tieren gemittelten, quantitativen Datem V@YP3A pro g Organgewicht dargestellt sind. Die
Bestimmung der CYP3A Mengen pro 100 pg aufgetragedmyanhomogenat erfolgte mittels einer CYP3A
Supersomen™ Standards (S1-S5; 6.25, 12.5, 25,080mbl) und wurde mittels bekanntem Organgewichitie a
g Organ skaliert.

Wie man im Immunblot erkennen kann, wurde in allemersuchten Organproben eine
immunreaktive Bande bei einem Molekulargewicht w&nkDa detektiert, wobei die Starke
zwischen den Organproben erheblich variierte. Dabdr zeigte die starkste immunreaktive
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Bande, gefolgt vom mittleren Jejunum und der Lurigje. anderen Darmabschnitte und die
Niere zeigten im Immunblot dagegen nur sehr sched8anden. Nach densitometrischer
Auswertung der Banden, Berechnung der CYP3A Mengel $kalierung auf das
Organgewicht zeigte die Leber mit der starksten imbande auch die hochste CYP3A
Menge mit 86 pmol pro g Leber. Obwohl in den ProbdenNiere nur sehr schwache CYP3A
Immunbanden auf dem Immunblot sichtbar waren, brrete sich, aufgrund der jeweiligen
Organgewichte, genauso viel CYP3A, wie in den beideberen Darmdrittel
(12 pmol pro g Organ). Dagegen zeigten der letatariabschnitt und die Lunge mit 7.5 bzw.
4 pmol pro g Organ die geringsten CYP3A Mengen.afusengefasst kann man sagen, dass
die Leber deutlich héhere Mengen an CYP3A enthaddt,die anderen untersuchten Organe.
Des Weiteren zeigte die Leber auch das grof3te Qegdnht, so dass die Gesamtmenge an

CYP3A ebenfalls in der Leber am Héchsten und inLderge am Kleinsten ausfiel.

3.2.  Proteinexpression entlang des Rattendarms

3.2.1. CYP P450 Expression entlang des Rattendarms

Zur detaillierten Analyse der CYP P450 Expressiotlamg des Darms (ca. 100-120 cm)
wurde der Darm von vier mannlichen Ratten in 3 amge Abschnitte zerlegt und daraus
Homogenate (30-35 Proben) hergestellt (siehe AbHcth5.2). Die Expression von
verschiedenen CYP P450 Proteinen (CYP3A, 2B1, 2716, 1A1, 2C11) wurde mittels

Western Blot analysiert.

VI"II'I ——-————_——-———-————#——————-——,————-—-‘—‘—"
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Abbildung 10: Reprasentative Western Blots der CYAP450 Expression entlang des Rattendarms
Dargestellt sind die Western Blot Immunbanden allgersuchter CYP P450 Isoenzyme (ca. 55 kDa) uhieh vV
(ca. 90 kDa) von einem beispielhaften mannlichesr. Tinsgesamt wurden auf diese Weise vier mannlichee
untersucht Die Zerlegung des Darms fuhrte zu c&@4@roben, wobei hier beispielhaft ein Tier mit 32
Segmenten dargestellt ist. Villin stellt dabei Blarkerprotein fiir die Enterozyten dar.

Dazu wurden jeweils 100 pg der Intestinalhomogenateeinem 4-12 %igem Bis/Tris-

Gradientengel aufgetrennt, geblottet und nachfalgenit Antikbrpern, gerichtet gegen die
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einzelnen CYP P450 Isoformen, behandelt (siehe WHc 2.6.2-3). Ein vergleichbar
aufgearbeitetes Leberhomogenat diente in allen &kedBlots als Positivkontrolle (Daten
nicht dargestellt), wahrend als Referenzproteiri/iverwendet wurde. Ein repréasentativer
Western Blot ist in Abbildung 10 dargestellt. CYR2Ckonnte im Darm nicht nachgewiesen
werden. Alle anderen CYP P450 Isoformen zeigteiestern Blot immunreaktive Banden
um 55 kDa, wéahrend die Villinbande bei ca. 90 kBgedtiert wurde. Man kann in Abbildung
10 erkennen, dass alle untersuchten Proteine Esiprsyeranderungen entlang des Darms
zeigten. Wahrend CYP3A und 2B1 nur im oberen Damgibk detektiert wurden, konnte die
Expression der anderen CYPs entlang des gesamtermsDalargestellt werden.
Interessanterweise detektierte der CYP3A Antikrpewei Proteinbanden im
Intestinalhnomogenat. Es liegt die Vermutung natsssdes sich dabei um unterschiedliche
Isoformen der CYP3A Familie handelt. Allerdings ktenim Rahmen dieser Doktorarbeit die
detektierten Isoformen der CYP3A Familie nicht gegrauntersucht werden.

Zur Vergleichbarkeit der ermittelten Expressionsdaton verschiedenen Tieren wurde die
relative Verteilung berechnet, die einen Vergledds Expressionssignals jeder einzelnen
CYP P450 Isoform in jeder einzelnen Probe mit demdidn, berechnet aus den Signalen
einer CYP P450 Isoform eines Tieres, darstellt. Abbildung 11 sind die relativen
Verteilungen der einzelnen CYP P450 Isoformen in Benzeltieren abgebildet. Die Signale
der CYP3A Doppelbande wurden fur diese AuswertwngammengefassEYP3A und 2B1
zeigten entlang des Rattendarms ein vergleichbBrgwessionsprofil. Beide CYP P450
Isoformen wurden stark in den Darmregionen Duodenachproximales Jejunum exprimiert
und hingegen nur sehr schwach oder Uberhaupt imcen distalen Darmregionen lleum und
Colon. Es zeigten sich allerdings inter-individeelinterschiede in den Expressionsprofilen.
Im Darm einiger Ratten wurde die hoéchste CYP3A Esgpion gleich im proximalen
Duodenum detektiert, wahrend in anderen TierenEgieression vom Pylorus bis zur Mitte
des proximalen Jejunums anstieg und dann erst wigoieusinken begann. Im Darm aller
Tiere verschwand das CYP3A immunreaktive Signaumeren Jejunum, wobei die exakte
Lokalisation zwischen den Tieren erheblich vargerCYP2B1 dagegen wurde in der
proximalen Darmregion relativ gleichmaRig exprirhiend ab der Mitte des Jejunums war,
mit Ausnahme eines Tieres, keine Expression mebhweisbar. Im Gegensatz zu CYP3A
und 2B1 zeigten alle anderen untersuchten CYEY¥P@Al, 2C6 und 2D} relativ

gleichbleibende Proteinexpressionen Uber alle Deagm&nte hinweg.
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Abbildung 11: Expressionsprofile der CYP P450 Isoexryme entlang des gesamten Rattendarms

Dargestellt sind die relativen CYP P450 Verteilumge den jeweiligen Darmsegmenten, die hier ihngi3gren
Darmregionen auf der x-Achse zugeordnet wurden. \Wastern Blot Signale wurden dafir densitometrisch
ausgewertet und mittels des Villin Signals derself&robe normalisiert. Der Median wurden aus allen
normalisierten Werten eines Tieres gebildet und &éent 1 zugeordnet. Alle anderen Proben wurdendesib
Median verglichen und dementsprechend angeglidmsgesamt wurden vier mannliche Tiere auf dieses@/ei
untersucht und die Kurven aller Einzeltiere dargjést

Nur an den Darmenden (gleich nach Pylorus bzw. Qolkam es zu Expressions-
veranderungen, die aber auch durch hohe intericha®e Schwankungen gekennzeichnet
waren. Alle drei CYP P450 Isoformen wiesen eine aune der Expression in der unteren
Darmregion (lleum/Colon) auf, die bei CYP1Al im Ylich zu CYP2C6 und 2D1 viel
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schwacher ausfiel. CYP2D1 und 2C6 zeigten zudem leichte Abnahme der Expression im
proximalen Duodenum gleich nach dem Pylorus, diedeium bei CYP2C6 viel schwécher

ausgepragt war.

3.2.2. 17R3-HSD2 und UGT Expression entlang des Rattendarms

Neben den CYPs wurde in den gleichen Intestinallggmaten auch die Proteinexpression
von zwei weiteren Enzymen 173-HSD2 und UGT untdrsutie ebenfalls dafiir bekannt sind
im Rattendarm metabolisch aktiv zu sein. 173-HSi2Hles wie die Familie der CYPs, ein
Phase-lI-Enzym dar, wéhrend die UGTs zu den PhaSezymen z&hlen und
Glucuronisierungen katalysieren. Die Expressionselie Proteine wurde nur in den
Darmproben von zwei mannlichen Ratten untersuchi fiin die Analyse nur jedes zweite

Darmsegment verwendet, wobei die verschiedenen i2gionen alle abgebildet wurden.

VAN g o o o o o g s - oy oy et
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] ;
Duodenum Jejunum lleum Colon

Abbildung 12: Repréasentative Western Blots der 17(HSD2 und UGT Expression entlang des Rattendarms

Dargestellt sind die Western Blot Immunbanden va@inUy55 kDa), 173-HSD2 (70 kDa) und Villin von einem
beispielhaften mannlichen Tier. Insgesamt wurdereizWiere auf ihre UGT und 17B3-HSD2 Expression
untersucht. Villin stellt ein Markerprotein fur dignterozyten dar.

Die Western Blot Analyse erfolgte, wie bereits ungdschnitt 3.2.1 beschrieben. Fir die
Immundetektion wurden Antikérper verwendet, die gqed.73-HSD2 bzw. UGT und Villin
(Referenzprotein) gerichtet sind. Der fur die Weastdlot Analyse verwendete UGT
Antikorper erkannte dabei nicht nur eine spezifest$oform der UGT Familie, sondern die
gesamte UGT Familie. Im Immunblot wurden so BandeBereich von 70 kDa bzw. 55 kDa
sichtbar, die den Proteinen 17R3-HSD2 bzw. UGT zrdyezi werden konnten. Repréasentative
Western Blot sind in Abbildung 12 fur beide Enzynumd Villin dargestellt. Die
dazugehorigen berechneten relativen Verteilungend sin den Expressionsprofilen
(Abbildung 13) zusammengefasst. Die relative Vartgj stellt auch hier den Vergleich des
17R3-HSD2 bzw. UGT Expressionssignals jeder einrefPbe mit dem Median, berechnet

aus den Signalen aller Proben eines Tieres, dar.

45



ERGEBNISSE

6 6
> 5 2 5
S 4 2 4
] <]
£ 3 5 3
2 2 2 2
b o1 (2R
(4 T
<> 12 2 12
2 13 o 13
= 2
T 1/4 1 £ 14
1/5 | T Ratte1 ) g 45
—e— Ratte 2
1/6 = — 1/6 - T—
Duodenum Jejunum lleum Colon Duodenum Jejunum lleum Colon

Abbildung 13: Expressionsprofile von 17R3-HSD2 und BT entlang des Rattendarms

Dargestellt ist die relative 173-HSD und UGT Vdueg entlang in den jeweiligen Darmsegmenten, dée h
ihren groBeren Darmregionen auf der x-Achse zugmrevurden. Die Western Blot Signale wurden dafir
densitometrisch ausgewertet und mittels des V8iignals derselben Probe normalisiert. Der Mediardem aus
allen normalisierten Werten eines Tieres gebiladet dem Wert 1 zugeordnet. Alle anderen Proben wundié
dem Median verglichen und dementsprechend ausgegebe

Beide Enzyme wurden entlang des gesamten Darms imgggr Die hochste

Proteinexpression wurde im Duodenum detektiert. d8hn sank die Expresssion ab
(ca. 6fach) und verblieb auf einem gleichbleibendé&xpressionslevel Uber alle
anschlieenden Darmregionen hinweg. Zusatzlichteeme Ratte einen Anstieg der 1703-
HSD2 Proteinexpression in distalen Darmregionesu(il/Colon), so dass sich fir dieses Tier
ein wannenformiges Expressionsprofil ergab. Ansamstwaren nur geringe inter-
individuellen Expressionsschwankungen fir dieseddreiProteine 17R3-HSD2 und UGT

detektierbar.

3.3.  CYP P450 Quantifizierung

Zur Quantifizierung der CYP P450 Proteine wurdemegs sechs Intestinalhomogenate aus
den verschiedenen Darmregionen (Duodenum, obelideres und unteres Jejunum, lleum,
Colon) von drei Ratten eingesetzt. Fir das Jejumwrden drei Homogenate ausgewabhilt,
weil es in der Ratte mit 80-90 cm die langste Dagion darstellt. Unter Zuhilfenahme einer
Standardreihe von Supersomen™ im quantitativen &wesBlot Verfahren wurde die
CYP P450 Mengen in diesen Proben vermessen (siddsehAitt 2.6.4). Zum Vergleich
wurden aulRerdem die Mengen der verschiedenen C8@ Bdformen in Leberhomogenaten
von drei verschiedenen mannlichen Tieren unter ¥eoung der gleichen Methode

bestimmt.
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3.3.1. Reproduzierbarkeit der Methode

Bevor die Quantifizierung durchgefuhrt wurde, masdie verwendetet Methode auf ihre
Verlasslichkeit Uberprift werden. Hierfur wurdere dCYP P450 Mengen von einem Tier
dreifach mittels untereinander unabhangiger WesteBiots ermittelt und die

Standardabweichungen errechnet. In Tabelle 5 sied Dhten exemplarisch fur zwei

verschiedene CYPs (CYP3A und 2D1) angegeben. WidalauTabelle hervorgeht, waren die
Schwankungen der Methode in einem vertretbareni®eneon 10-20 %, so dass man die
Methode fir die Quantifizierung der CYP P450 Prueererwenden konnte. Die anderen zwei
Isoformen (CYP2B1 und 2C6) wurden auf die gleichesid® analysiert und zeigten

vergleichbare Streuwerte (Daten nicht dargestellt).

Tabelle 5: Reproduzierbarkeit der CYP P450 Quantifzierung mittels Western Blot

CYP3A (fmol/mg Protein) CYP2D1 (fmol/mg Protein)

Wiederholung MW SD | Wiederholung MW SD

1 2 3 1 2 3
Duodenum 165 173 163 167 5146 59 63 56 9
oberes Jejunum 188 235 257 227 35| 63 62 62 63 1
mittleres Jejunum 171 191 163 175 14| 41 52 37 43 8
unteres Jejunum 175 186 160 174 13| 23 27 20 23 3
lleum - - - - - 35 39 27 33 6
Colon - - - - - 62 53 40 b1 11

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung

3.3.2. CYP P450 Quantifizierung

Im Anschluss an die Methodenvalidierung erfolgte eiigentliche CYP P450 Quantifizierung
im Rattendarm und in der Leber. In Tabelle 6 siredberechneten CYP P450 Mengen flr die
mannliche Ratte dargestel@YP2B1 und 3A waren die dominierenden CYP P450 Proteine
im Duodenum und Jejunum des Rattendarms, wahreidd bsoformen im lleum und Colon
keine nennenswerte Expression aufwiesen. Beidensan zusammen machten ca. 90 % der
Summe der untersuchten CYP P450 Mengen im DuodemuonJejunum aus. Der grofdte
Anteil fiel dabei mit ca. 350 fmol/mg Protein auf YEB2B1, wahrend CYP3A mit
ca. 150 fmol/mg Protein exprimiert wurde. Im Veigke zu CYP2B1 und 3A steuerten
CYP2D1 und 2C6 nur einen geringen Anteil zur Summe der CYP P456n@& im
Duodenum und Jejunum bei. Im lleum und Colon hiegegvar CYP2D1 das Hauptenzym
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mit 44-71 fmol/mg Protein, weil CYP3A und 2Bl in eden Regionen nicht mehr

nachgewiesen werden konnten.

Tabelle 6: CYP P450 Quantifizierung entlang des Dan und in der Leber der Ratte

Die Daten stellen Mittelwerte der CYP P450 Mengess tHomogenats aus drei verschiedenen mannlichen
Tieren mit ihrer jeweiligen Standardabweichung dBie Zahlen in den Klammern darunter stellt den
prozentualen Anteil des jeweiligen CYPs an der @g#samme der hier untersuchten CYP P450 Mengen dar.

Duodenum ©Oberes  mittleres unteres |eym Colon Leber
Jejunum Jejunum Jejunum

fmol/mg Protein

CYP2B1 338+113 392+102 346+106 332+46 1718+ 992
(62%) (66%) (67%) (64%) (23%)
CYP3A  150+20  153+52 141+35 135+41 _ 1458+540
(28%) (26%) (27%) (26%) (20%)
cyp2p1  5lt21 46+ 8 25+9  46+30 44+37 71117 1897 +307
(9%) (8%) (5%) (9%) (86%) (88%)  (25%)
CYP2C6 4+1 4+1 4+1 5+3 7+4 10+6 2373 +288
(1%) (<1%) (1%) (1%) (14%) (12%)  (32%)
Summe

CYPs 543 + 155 595+163 516+ 151 518+120 51+41 +33 7446 + 2127

MW + SD: Mittelwert + Standardabweichung

Eine untergeordnete Rolle spielte CYP2C6 mit 4+h0lfmg Protein in allen Darmregionen

und trug nur ca. 1 % zur Gesamtmenge an CYP P430uadenum/Jejunum bzw. 13 % im
lleum/Colon bei.

Wie erwartet, enthielt die Leber viel hohere CYB®&Konzentrationen, als der Darm. Die
Gesamtsumme der CYP P450 Mengen betrug in der Lahef500 fmol/mg Protein, wobei

das Duodenum/Jejunum mit ca. 550 fmol/mg Protemeinuflinfzehntel und das lleum/Colon
mit ca. 75 fmol/mg Protein nur ein hundertstel ¥nge enthielten. Zudem ergab sich, im
Vergleich zum Darm, im Rattenleberhomogenat einglidé andere CYP P450 Verteilung.

Hier wurden alle untersuchten CYP P450 Isoformen virgleichbar hohen Mengen

exprimiert. CYP2C6 stellte mit 2373 fmol/mg Proteias Hauptenzym dar, wahrend CYP3A
mit 1458 fmol/mg Protein die geringste Expressiergte. CYP2D1 und 2B1 ordneten sich
mit 1897 bzw. 1718 fmol/mg Protein zwischen CYP2@@ 3A ein.

3.4. CYP P450 Expression in den einzelnen Enterozytenpafationen

In den vorangegangen Abschnitten konnte die urh@dliche Expression der CYP P450
Isoformen entlang des Darms dargestellt werdererdithgs geht aus diesen Analysen nicht

hervor welcher Zelltypus fir die Expression der CR450 Proteine verantwortlich ist. Es ist
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bekannt, dass sich Enterozyten aus juvenilen Zeltenden Krypten zu maturierten

Enterozyten in den Zotten differenzieren.

Abbildung 14: Isolation der unterschiedlichen Entepozytenpopulationen des Rattendarms

Die Zellisolation erfolgte mittels EDTA Uber meheetnkubationsschritte (15, 25, 35 und 45 min). Bies
Vorgehensweise bewirkte, dass die ersten Fraktiaiematurierten Zellen der Zotten enthielten unst &
spateren Fraktionen die juvenilen Zellen der Krygpaaiftraten. (J: juvenile Zellen der Krypten, M: torgerte
Zellen der Zotten)

Daher wurden in der folgenden Versuchsbeschreiblimginzelnen Enterozytenpopulationen
voneinander getrennt. Die Trennung erfolgte zedialgig mittels EDTA, wobei die Zellen

der Darmzotten zu friheren Zeitpunkten, als diepkegy von der Darmwand geldst werden
konnten (siehe Abschnitt 2.5.3). Es ergaben sichitswier verschiedene Fraktionen,
(Inkubationszeit: 15, 25, 35, 45 min) die im Mikkop den verschiedenen Zellschichten
zugeordnet wurden und in Abbildung 14 dargesteild.sDie erste Fraktion (15 min) enthielt
hauptséachlich Zotten. Die folgenden zwei Fraktiostaliten Mischfraktionen dar und setzten
sich sowohl aus Zotten, als auch aus Krypten zusammiobei die zweite Fraktion (25 min)
mehr Zotten und die dritte Fraktion (35 min) mehypten enthielt. In der letzten Fraktion
(45 min) waren ausschliel3lich Krypten zu finden.evih Abbildung 14 dargestellt, konnte

man zungenahnliche Lappen in der ,,15 min Fraktierkennen, die die Zotten darstellen und
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die maturierten Enterozyten enthalten. In der ,26 fraktion“ sieht man in Abbildung 14

den unteren Bereich einer Zotte und die daran haée, fingerférmigen Krypten, wobei an
jeder Zotte ca. 10 Krypten haften (Komuro und Hemito 1990). In der ,45 min Fraktion®

waren keine Zotten mehr vorhanden, sondern nur abgetrennte Krypten, die juvenile, zur
Zellteilung befahigte Enterozyten enthalten. Allek&ionen wurden im Anschluss mittels
Western Blot auf die Expression von spezifischerrkdigroteinen hin untersucht, die die
genaue Zuordnung der Fraktionen zu den Zelltyperdglichte.

Abbildung 15: CYP P450 Expression in den einzelneBnterozytenpopulationen

In A) sind die immunreaktiven Western Blot Bander dinzelnen CYP P450 Isoformen und der verwendeten
Markerproteine (PCNA, Villin) in den Enterozytenpdationen dargestellt. In B) sind die quantitativen
CYP P450 Mengen, berechnet anhand von Supersomega®de8ds (siehe Abschnitt 2.6.4), zusammengetragen.

3.4.1. Expression von Markerproteinen in den Enterozytenppulationen

Als Markerproteine wurden Villin und PCNA ausgewahVillin, ein Protein der
Burstensaummembran, stellt dabei das Markerprdteirdie maturierten Enterozyten dar.
Dagegen bildet PCNA, ein Protein der DNA-Replikatidie juvenilen Zellen der Krypten ab.
Fur die Western Blot Analyse wurden die Zellfrakim in Lysispuffer aufgeschlossen und
anschlielend in der Gelelektrophorese aufgetredig. Immundetektion erfolgte mittels
Antikorpern, die jeweils gegen Villin bzw. PCNA ggrtet waren (siehe Abschnitt 2.6.2-3).
Im Immunblot wurden Expressionssignale fur beidetéine nachgewiesen, die in Abbildung
15A dargestellt sind, wobei die Villin- bzw. PCNAaBde bei 90 bzw. 30 kDa detektiert
wurde. Wie zu erwarten war, zeigten beide Proteingerschiedlich starke immunreaktive
Banden in den einzelnen Zellfraktionen. Es zeigtk, slass Villin die starkste immunreaktive
Bande in der ersten Fraktion (15 min) aufwies,rdie maturierte Enterozyten enthielt. In der
letzten Fraktion (45 min), die Zellen der Kryptenthgelt, war nur noch eine schwache

Villinexpression zu erkennen. Wie weiterhin zu enen, zeigte PCNA einen im Vergleich zu
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Villin gegensatzlichen Expressionsverlauf mit déirlssten immunreaktiven Bande in der
letzten Fraktion (45 min), die nur noch Zellen derypten enthielt. Somit konnte die
phanotypische Einteilung in juvenile und maturiefterozytenpopulation auch auf

Proteinebene bestatigt werden.

3.4.2. Expression von CYP P450 in den Enterozytenpopulatieen

Um die Lokalisation der CYP P450 Proteine zu anebgs, wurden die einzelnen

Zellfraktionen auf verschiedene CYP P450 Isoformatersucht. Die Analyse der Zelllysate
erfolgte, wie bereits oben beschrieben, wobei dienlindetektion mit den CYP P450

Antikorpern durchgefiihrt wurde, die auch schon dflie Quantifizierung dieser in den

Intestinal- und Leberhomogenaten verwendet wurdae. Ergebnisse der Immundetektion
sind in Abbildung 15 dargestellt. Immunreaktive Ban wurden in allen Fraktionen um die
55 kDa detektiert, wobei die ersten drei Zellfraken (15, 25, 35 min) gleichbleibend starke
immunreaktive Banden fur alle untersuchten CYP P&aflormen zeigten. In der letzten

Fraktion, die Zellen der Krypten enthielt, nahm @&itirke des immunreaktiven Signals fur
CYP3A, 2B1 und 2C6 ab, wahrend fur CYP2D1 in alleer Fraktionen konstant starke

Expressionsbanden detektiert wurden.

Die Quantifizierung der CYP P450 immunreaktiven &am erfolgte, wie bereits unter

Abschnitt 3.3 beschrieben, mittels Supersomen™eatals im quantitativen Western Blot
Verfahren. Dabei waren auch in den isolierten Exagienpopulationen CYP2B1 und 3A die
dominierenden Isoformen, wahrend CYP2D1 und 2C6 uniergeordnete Rollen spielten
(siehe Abbildung 15B). In den ersten drei Fraktimgndie maturierte Enterozyten enthielten,
anderte sich die CYP2B1, 3A und 2C6 Proteinkonzgioin nicht wesentlich und verblieb bei

ca. 500, 300 bzw. 4 fmol/mg Protein. In der letzEraktion, die nur aus Krypten bestand,
sank die CYP2B1 Menge um das 4fache, wahrend di®@3aYyund 2C6 Mengen um das
2fache absanken. Somit kann man sagen, dass den Zr Zotten die Hauptmenge dieser
CYP P450 Isoformen enthalten. Interessanterweiggez€EYP2D1 eine konstante Expression

(ca. 50 fmol/mg Protein) in allen Enterozytenpogiotzen.

3.5. Immunhistochemie

Zur Bestatigung der biochemischen CYP P450 Datemdevieine immunhistochemische
Analyse zur Untersuchung der CYP P450 Expressidiaren des Rattendarms (horizontale
Achse) und innerhalb der Enterozytenpopulationentigale Achse) durchgefihrt.
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Abbildung 16: Darstellung der Darmmorphologie der Ratte anhand von gefarbten Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte (4-6 pm) von Proben aus deri iioRen Darmregionen (Duodenum (Duo), Jejunum), (Je
lleum (lle), Caecum (Caec) und Colon (Col)) wurdeih Hamatoxylin-Eosin angefarbt. (K: Krypten; Z: tfen;
M: Muskelschicht; S: Serosa; SM: Submukosa; BD:riBarsche Driisen; BZ: Becherzellen)

Dafur wurden 0.5 cm lange Proben aus dem Duodedejunum, lleum, Caecum und Colon
isoliert, histologische Paraffinpraparate angedgntind nachfolgend mit Hamatoxylin-Eosin
bzw. mit verschiedenen Antikdrpern gefarbt (sieliséhnitt 2.6.5).

3.5.1. Phanotypische Beurteilung der Darmmorphologie

Um die Darmmorphologie besser beurteilen zu konmvemde eine Hamatoxylin-Eosin-
Farbung durchgefuhrt. Die Phasenkontrastaufnahmen @ewebefarbungen sind in
Abbildung 16 zusammengestellt. Dort sind Ausschkndtis Querschnitten der Darmwand
dargestellt, wobei das Darmlumen zum oberen RauflefaColon) der Bilder gerichtet ist.
Die Darmwand selber ist, vom Lumen aus, aus folgan8chichten aufgebaut: Mukosa,
Submukosa, Muskelschicht und Serosa. Die Mukosa sieh wiederum aus Zotten, Krypten
und Lamia Propia zusammen. Wie man in Abbildunged&nnen kann, veranderte sich die
Morphologie der Darmwand entlang des RattendarrasoBders deutliche Unterschiede sind
in den Zotten erkennbar. Wahrend sie im Duodenurohneine langgestreckte Form
aufwiesen, nahmen sie zum Dickdarm hin an LangeAmzhhl| stark ab. Auch die Krypten
waren im Duodenum langlich geformt und zeigten aemdlejunum ein eher rundes Profil.
Die Anzahl der Krypten war im lleum am Grof3ten umdColon am Geringsten. Auch die
Submukosa zeigte deutliche regionale Unterschieddduodenum war sie sehr dick und im

lleum und Caecum relativ dinn ausgebildet. Die wnteer Submukosa gelegene
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Langsmuskelschicht war hingegen im Colon, gefotgt teum und Duodenum am Starksten
ausgepragt und im Jejunum und Caecum nur als sielmedSchicht erkennbar. Auch die unter
dem Muskel gelegene Serosa veranderte sich entlasgDarms und zeigt die starkste
Auspragung im lleum und Colon, wahrend sie im Jemund Caecum sehr dinn ausfiel.
Neben den Schichten der Darmwand veranderte sich alie Zusammensetzung der
Zellpopulationen entlang des Darms. So nahm dieaBAhzler Becherzellen entlang des
Darms weiter zu und ist im Caecum und Colon am @riiRwéhrend die Anzahl an
Enterozyten entlang des Darms abnahm, wie auchnsahoWestern Blot anhand des
Referenzprotein Villin zu erkennen (siehe Abbildur®. Wie zu erwarten, enthielt auch nur
die stark ausgepréagte Submukosa des Duodenumsrdimddschen Driisen. Diese Drisen
produzieren Bikarbonat, um den sauren Mageninhatteutralisieren.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich die dogphder Darmwand durch starke
regionale Unterschiede auszeichnet, die sich dimakt das Absorptionsvermdgen der
einzelnen Regionen und auch auf die Expression smerifischen Proteinen auswirken

kdnnte.

3.5.2. Immunhistochemische Analyse der Markerproteine Villn und Ki-67

Zur Charakterisierung der einzelnen Zellpopulatoneurden die Gewebeschnitte mit
Antikérper gegen Ki-67 und Villin immunhistochemiiscintersucht (siehe Abschnitt 2.6.5).
Ki-67 stellt genau wie PCNA einen Proliferationgfak dar, der ausschlie3lich in Zellen
exprimiert wird, die sich im Zellzyklus (G1, S, ®hase) befinden und nicht in
ausdifferenzierten Zellen (GO Phase). Villin isieveben bereits erwéhnt, ein Markerenzym
fur Enterozyten und wird dort vor allem entlang Béirstensaummembran exprimiert.

In Abbildung 17 ist das Verteilungsmuster und diekalisation von Ki-67- und Villin-
positiven Zellen in ausgewahlten Abschnitten dedteRdarms dargestellt. Daraus ist
ersichtlich, dass Ki-67 hauptsachlich in den Krypteine Region in der undifferenzierte,
noch proliferationsfahige Enterozyten Uberwiegemprieiert wurde. Entlang der
langgestreckten Zotten nahm die Anzahl der Ki-63#peen Zellen immer weiter ab und
konnte schlie3lich in den Zottenspitzen nicht mebktektiert werden. Eine vergleichbare
Verteilung ergab sich bei der immunhistochemisciAaralyse der Gewebeschnitte von
Duodenum, Jejunum und Colon. Unterschiede zeigtdnjedoch in der Analyse der lleums

und Caecums. Wahrend im lleum sowohl die Zottes,aalch die Krypten vergleichsmafig
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stark mit dem Ki-67 Antikorper gefarbt wurden, wendim Caecum nur einzelne Bereiche
der Krypten durch Ki-67 angefarbt.

Abbildung 17 Immunhistoschemische Farbung von Ki-67Villin und CYP3A entlang des Rattendarms.
Paraffinschnitte (4-6 um) von Darmstiicken aus fiefschiedenen Regionen (Duodenum, Jejunum, lleum,
Caecum und Colon) wurden immunhistochemisch mitgiskorper gegen Ki-67, Villin und CYP3A gefarbt

und anschlieBend mit Hamatoxylin gegen gefarbt6Kiund Villin sind Markerproteine fiir Krypten bzw.
Zotten.
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Im Gegensatz zu Ki-67 wurde Villin in den Kryptellea Darmregionen, mit Ausnahme des
lleums, nur sehr gering exprimiert, jedoch sehrksita den Zotten. Besonders im Duodenum
ist die Expression von Villin entlang der Birstamsanembran besonders gut erkennbar
gewesen. In den Gewebeschnitten des lleums kowigequch schon fir Ki-67 beschrieben,
sowohl in den Krypten, als auch in den Zotten eiregleichsweise starke Villinfarbung
detektiert werden. Beide Markerproteine wurdenastgldes gesamten Darms exprimiert. Die
Zahl der Zellen dagegen schien entlang des Darmshdiie Verringerung der Zotten- und
der Kryptenlange deutlich abzunehmen. Dagegen wukde7 und Villin, wie zu erwarten,
nur in den Epithelzellen der Mukosa exprimiert umicht in den Zellen der Lamina Propia,
Langsmuskulatur und Serosa. Die Submukosa dagegjgte zine geringe Villin-Farbung,
jedoch keine Ki-67-Farbung. Die Becherzellen zeigteder Ki-67-, noch Villin-Farbung.

Im Rahmen der immunhistochemischen Untersuchungitkogezeigt werden, dass Villin
starker in den Zotten und Ki-67 starker in den Keypin den untersuchten Darmregionen
exprimiert wurde. Eine Ausnahme stellte jedoch iasm dar, dort wurden beide Proteine
sowohl in den Krypten, als auch in den Zotten irgladichbaren Mengen exprimiert.

3.5.3. Immunhistochemischen Analyse der CYP3A Expression

Da CYP3A in den Western Blot Analysen der starkggpressionsveranderung entlang des
Darms unterlag, wurde CYP3A flr die immunhistochsrhe Verifizierung der Western Blot
Daten ausgewahlt. Fir die Lokalisationsexperimémtden verschiedenen Gewebeschnitten
wurde der Antikorper Anti-CYP3A (P6) (Santa Cruz®ipgesetzt. In Abbildung 17 sind die
Phasenkontrastaufnahmen der Antikérperbehandlung Raraffinschnitten der einzelnen
Darmabschnitte zusammengetragen. Es zeigten sichlictle Expressionsunterschiede
zwischen Duodenum, Jejunum und Illeum. Nichtsdesttntr wurde CYP3A in allen
Darmregionen beinahe ausschlie3lich in den Zottehnur im sehr geringen Umfang in den
Krypten exprimiert. Am Deutlichsten war dies in déewebeschnitten von Duodenum und
Jejunum erkennbar. Dieses Ergebnis steht im Eigklemt den Ergebnissen aus der
Proteinexpressionsanalyse der unterschiedlicherer&nttenpopulationen (siehe Abschnitt
2.5.3). Auch hier konnte in den maturierten Entgtez die starkste CYP3A nachgewiesen
werden. Im Illeum war nur eine sehr schwache CYP3#/biling von einigen Enterozyten
dektierbar, was wiederum im Einklang mit den Prm&pressionsdaten der
Intestinalhomogenaten steht (siehe Abschnitt 3.Algh dort konnte eine starke Abnahme

der CYP3A Expression zum distalen Darmende beobteigrden. Im Colon und Caecum
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stieg die zellulare Expression von CYP3A im Verghezum lleum wieder etwas an, blieb
aber deutlich unter der Expression des DuodenundsJejunums. Die Lamina Propia, die
Submukosa, die Langsmuskulatur und die Serosaereigine geringe Expression von
CYP3A, wahrend die Becherzellen und Brunnerscheiis@&r kein CYP3A exprimierten.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die CYP3Adsir entlang des Dunndarms

stark abnimmt und im lleum kaum CYP3A exprimiertavi

3.6. Intestinaler Metabolismus mit dem priméaren Enterozyten-Modell

Da die Anwesenheit von CYP P450 Proteinen nichtedirigt gleichbedeutend mit deren
metabolischen Aktivitat ist, ist die Uberprifung rd&unktionalitat von erheblicher

Bedeutung. Fiir die Uberpriifung wurden sowohl istgi€nterozyten, als auch Darmsstiicke
eingesetzt. Fur die Analyse der metabolischen Aktimittels Enterozyten musste zunachst

eine geeignete Methode gefunden werden, um digd&yten aus dem Darm zu isolieren.

3.6.1. Methodenentwicklung

In Vorversuchen wurden verschiedene Zellisolatiostsimden, z.B. Isolation mittels
Vibromixer, Abschaben der Enterozyten und die Isotamittels EDTA ausgetestet.

Isolation mit dem Vibromixer:

Bei der Methode wurde eine Metallschraube verwendet die ein umgestulpter Darm

aufgezogen wurde. Durch Vibrationen sollten sick dellen aus dem Gewebeverband
herauslésen. Mit dieser Methode konnten jedoch awsth 45 minitiger Vibration nicht

genugend Zellen isoliert werden. Aulerdem fuhrts dafziehen des Darms auf die
Metallschraube zu Verletzungen des Darmgewebes.

Abschaben der Darmwand:

Durch einfaches Abschaben der Zellen von der Damwkonnten zwar ausreichende
Zellmengen erzielt werden, allerdings wiesen dieienur eine ungenigende Vitalitat (45-
50 %) auf.

Als beste Isolationsmethode erwies sich die EDTAHdde (siehe Abschnitt 2.7.1). Bei
dieser Methode wurde EDTA verwendet, um die Zell-Eeeraktionen zu l6sen. Die

isolierten Enterozyten wiesen nach der Isolatiochneine Zellvitalitat, von 70-80 % auf. Die
Methode wurde weiter hinsichtlich des TestostefdBSTO)-Abbaus optimiert. TESTO

56



ERGEBNISSE

unterliegt einem starken intestinalen Metabolismod kann mittels HPLC-Analytik schnell

und einfach quantifiziert werden.

Abbildung 18: Optimierung des metabolischen Assaysiittels des primaren Enterozyten-Modells

In A) ist die abgebaute TESTO-Konzentration deigesetzten Zellmenge gegenibergestellt, wobei dierDa
fur drei verschiedene Inkubationszeiten gezeigl.dim B) ist die metabolisierte TESTO-Konzentrathmi einer
Zellmenge von 300 000 der Caspaseaktivitit gegegébeellt. Die Caspaseaktivitit ist hier als
Fluoreszenzsignal des Apo-One-Homogenous-Caspd@ses3hy™ bei einer Zellmenge von 40 000
ausgegeben, wobei gilt je hdher die Fluoreszerstpdektiver sind die Caspasen.

Die Optimierung erfolgte in verschiedenen Schritten

Zuerst wurde festgestellt, dass die EnterozytenrnmidSTO metabolisierten, wenn sie
wahrend der Inkubation geschuttelt wurden (Datehtrdargestellt). AnschlieRend wurde die
optimale Zellmenge flur den Aktivitatsassay bestimBézu wurde der TESTO-Abbau von
verschiedenen Zellmengen in 48-Loch-Zellkulturg@attiiber mehrere Zeitpunkte hinweg
verfolgt und die Konzentration an abgebautem TESAr@chnet. Die Ergebnisse dieser
Studie sind in Abbildung 18A graphisch zusammerggfdDaraus kann man entnehmen, dass
mit steigender Enterozytenzahl ein linearer Anstilg TESTO-Abbaus erfolgt. Bei der
Verwendung von mehr als 300 000 Zellen pro Vertigfeiner 48-Loch-Zellkulturplatte stieg
der TESTO-Metabolismus zwar weiter an, jedoch nmbkhr im linearen Bereich. Deswegen
wurde eine Zellmenge von 300 000 Zellen pro Veutigf einer 48-Loch-Zellkuturplatte fur
alle weiteren Versuche verwendet. Zu Beginn zegjtdh bereits, dass die metabolische
Aktivitat von unterschiedlichen Isolationen seharktschwankte und bisweilen die Zellen
vollig metabolisch inaktiv waren. Es ist bekanrdssl Enterozyten sehr schnell die Apoptose
einleiten, wenn sie aus ihrem Zellverband gelostiee. Daher wurde der apoptotische Status
der isolierten Enterozyten mittels Messung der @sspktivitat (Apoptosemarker) tberpruift.
Es zeigte sich tatséchlich, dass die Hohe der Gasgdavitat mit der metabolischen Aktivitat
der Enterozyten korrelierte (siehe Abbildung 18B).
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Tabelle 7: Haupt- und Nebenmetabolite von Testosten

Ein Hauptmetabolit hat eine Umsatzrate von mehr Alsmol an hydroxylierten Metabolit/min/nmol
aufgereinigter CYP P450 Isoform. Die Abklrzungen zibkeen sich auf die monohydroxylierten
Testosteronmetabolite (z.B. 603 steht fiir 63-Hydrestpsteron). Die Ausnahmen stellen A fur Androstion
und 6DHT fur 6-Dehydrotestosteron dar (Arlotto et1l®91).

beteiligte CYP P450 Hauptmetabolit Nebenmetabolite
Enzyme
CYP1A1 62 21
CYP1A2 - 603
CYP2A1 7,6 6DHT
CYP2A2 15, 18, 61, 7 A, 1503
CYP2B1 16, 163, A -
CYP2B2 A 16, 1603
CYP2C7 - 16
CYP2C11 2,16 A 63
CYP2C12 - 1,15
CYP2C13 603 15 16
CYP3Al 23, 613, 1513, 6DHT 18, 113, 163, A
CYP3A2 23, 613 2 1603, A

Je hoher die Caspaseaktivitat stieg, desto geriwgede die TESTO-Abbaurate. Aufgrund
dieser Beobachtung wurde ein Schwellenwert fliirtGispaseaktivitat festgelegt (2000 counts
bei 40 000 Zellen), der nicht Ubertreten werdenf,darenn ein metabolischer Assay
durchgefuhrt werden soll. Um die Apoptose zu vedwm, wurden verschiedene,
kommerziell erhaltliche Apoptoseinhibitoren auf ehrCaspaseinhibition hin Uberprift.
Letztendlich wurde der irreversible wirkende ICHubitor-1 (5 uM) als Mediumzusatz
ausgewahlt. Er fuhrte zur starksten Inhibition @aspaseaktivitat. Die Enterozyten zeigten in
Gegenwart dieses Inhibitors eine gleichbleibendmbwdische Aktivitat gegentiber TESTO.

3.6.2. Intestinaler Metabolismus mit dem priméren Enterozyten-Modells

Fur die Charakterisierung des intestinalen Metabalis wurden vier verschiedene Substrate
auf ihren Abbau durch die Enterozyten hin untersuch

Als ein Test-Substrat wurde TESTO ausgewahlt. TESEDn auf verschiedene Wege
metabolisiert werden, aber unter anderem auch ddicérse CYP P450 Enzyme (siehe
Tabelle 7). Neben den CYP P450 Enzymen unterli&BTO auch dem Metabolismus von
anderen Enzymen, wie z.B. 17R3-HSD2 und EnzymenPdese-II-Metabolismus, wie z.B.
UGTs und SULTs (Chung und Coffey 1977; Schanze6199

Des Weiteren wurden Dextromethorphan (DEX), MidamokMDZ) und Bupropion (BUPR)
fur das Test-Set ausgesucht, weil sie jeweils viaene spezifischen CYP P450 Protein, im

Falle von DEX von zwei CYP P450 Isoenzymen metaieti werden. DEX ist ein mit
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Morphin und Codein verwandter Hustenblocker (Arssivum) und kann Uber zwei
verschiedene Abbauwege oxidativ demethyliert wer@@ahe Abbildung 19). Zum einem
kann DEX uber eine O-Demethylierung zu Dextrorphiabolisiert werden. Diese Reaktion
wird vor allem durch CYP P450 Enzyme der CYP2D Uhatwilie katalysiert. Zum anderem
kann DEX Uber eine N-Demethylierung zum 3-Methoxypminan (3-MM) umgewandelt

werden, wobei diese Reaktion vor allem von Mitgiiedder CYP3A Unterfamilie katalysiert
wird. Beide Metaboliten kdnnen in einer folgendeidBmethylierung (Dextrorphan) bzw. O-
Demethylierung (3-MM) weiter zu 3-Hydroxymorphing®-HM) umgewandelt werden,

wobei wieder die jeweiligen Enzyme CYP3A bzw. 2D Albvbau beteiligt sind (Zysset et al.
1988; Kerry et al. 1993; Witherow und Houston 19¥)wohl Dextrorphan, als auch 3-HM
kbnnen anschlieBend einem  Phase-lI-Metabolismus erliegen und jeweils

Glucuronidierungen durchlaufen (Zysset et al. 1988)

Abbildung 19: Metabolimus von Dextromethorphan GberCYP P450 Enzyme

MDZ dagegen ist ein Arzneistoff aus der GruppeREmzodiazepine und wird unter anderem
als Hypnotikum in der Anasthesie und im Rettungsstieals Bestandteil der Narkose
eingesetzt. MDZ wird hauptsachlich zu 1-Hydroxy©f-MDZ) und 4-Hydroxymidazolam
(40H-MDZ) metabolisiert (Strukturen siehe Anhang Wpbei hier in der Ratte vor allem
CYP3A und zu einem ganz geringen Anteil auch CYPRA@d 2D verantwortlich sind
(Kobayashi et al. 2002).

Das letzte Substrat BUPR ist ein selektiver Noraalia- und Dopamin- (geringfligig auch
Serotonin-) Wiederaufnahmehemmer aus der Gruppeaitgpischen Antidepressiva. BUPR
wird in der humanen Leber zu 1-Hydroxybupropion KtBUPR) umgewandelt (Strukturen
siehe Anhang 7), wobei im Menschen hauptséchliciPZB6, 2E1 und im viel geringeren
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Mal3e auch CYP3A4 fur den Metabolismus von BUPR ntgrartlich sind (Faucette et al.
2000). In Hepatozyten der Ratte korreliert ebesfdile Bupropionhydroxylierung mit der
CYP2B1 Expression (Richert et al. 2008). Die Pragpression aller am Metabolismus der
Test-Substanzen beteiligten CYP P450 Enzyme wurdden Expressionsstudien dargestellt
(siehe Abschnitt 3.2).

Tabelle 8: Vihitia und CL;,, der Test-Substrate im primaren Enterozyten-Modell.

Dargestellt sind die gemittelten Werte aus dresekiedenen unabhangigen Versuchen und die dazugehor
Standardabweichungen. Die Werte wurden mit einéimé&mge von 300 000 und einer Substratkonzentration
von 25 uM (Testosteron) bzw. 3 uM ermittelt.

Vnitia des Abbaus Clint primére Enterozyten
Substanz pmol/min/ pmol/min/ pL/min/ uL/min/
mg E-Protein 1 Mio Zellen mg E-Protein 1 Mio Zellen
TESTO 642.2 + 80. 475.3 + 59. 10.11 £ 0.5 7.48 + 0.4
DEX 22.1+0.8 8.7+£05 1.18£0.18 0.65+0.10
MDZ 61.2+£8.7 35.7+2.0 2.01£0.52 1.29+0.34
BUPR 43.0 £ 13.2 31.8+9.7 2.09 £ 0.55 1.55+0.42

MW + SD; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; $EO: Testosteron; DEX: Dextromethorphan; MDZ:
Midazolam; BUPR: Bupropion; E-Protein: Enterozytestpin

Im Versuchsansatz wurden frisch isolierte Enter@aymnit jeweils 3 uM (DEX, MDZ und
BUPR) bzw. 25 uM (TESTO) Substanz versetzt und3@eiC unter Schutteln inkubiert. Die
Reaktionen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunktdrgestoppt und die Menge an
metabolisierter Substanz bzw. die Menge an geleildeé¥letaboliten mittels HPLC- bzw. LC-
MS/MS-Analytik bestimmt (siehe Abschnitt 2.10). Ikdonzentrations-/Zeit-Diagramm
wurden die Initialgeschwindigkeiten der metabolethReaktionen bestimmt, wahrend die
CLint pe=Werte mit der unter Abschnitt 2.7.3.2 vorgestellBerechnung ermittelt wurden.

Die Ergebnisse zum Substratabbau sind in Tabelle zdammengetragen. Die
Initialgeschwindigkeiten wurden normalisiert auiio Zellen bzw. 1 mg Enterozytenprotein
(E-Protein) angegeben. Beide Normalisierungsweteden dargestellt, um die Daten direkt
mit den Ergebnissen der ,Everted Sacs" Versuchgleehen zu kdnnen. TESTO zeigte mit
642 pmol/min/mg E-Protein die schnellste Abbaugesctiigkeit und eine Cipe von
10 pL/min/mg E-Protein. Die anderen Substrate wurdmit 10-20fach geringeren
Initialgeschwindigkeiten abgebaut. Es wurden dadesh deutlich geringere Gl,e=Werte
(1-2 uL/min/mg  E-Protein)  fur die anderen  Substanze errechnet.  Die
Initialgeschwindigkeiten auf 1 Mio Zellen bezogevaren dabei immer etwas niedriger, als
die Geschwindigkeiten, die sich auf 1 mg E-Protezogen (siehe Tabelle 8). In den Proben

konnten zudem diverse Metaboliten identifiziert ehar. Die Ergebnisse dazu sind in Tabelle
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9 zusammengefasst. Fir TESTO konnte nur der Metahobdrostenedion nachgewiesen
werden. Androstenedion kann durch verschiedene RA3® Isoenzyme (CYP3A, 2B1), aber
auch durch 173-HSD2, ein weiteres Phase-I-Enzyhbildgt werden.

Tabelle 9: Viiia der Metabolitenentstehung im primaren Enterozyten-Modell.

Dargestellt sind die gemittelten Werte aus dresekiedenen, unabhéngigen Versuchen und die dazigeho
Standardabweichungen. Die Initialgeschwindigkeiteurden auf jeweils auf 1 mg Protein bzw. auf
1 Mio Zellen bezogen.

V anfang der Entstehung

Metabolit
[pmol/min/mg E-Protein] [pmol/min/1 Mio Zellen]
Androstenedior 232 £+ 1t 171 + 1.
3-MM 2.39+0.76 0.94 £ 0.29
10H-MDZ 0.08 £ 0.03 0.06 = 0.02
10H-BUPR 0.35+0.05 0.26 = 0.03

3-MM: 3-Methoxymorphinan; 10H-MDZ: 1-Hydroxymidazsh; 10H-BUPR: 1-Hydroxybupropion; E-
Protein: Enterozyten-Protein

Androstenedion entstand mit einer Initialgeschwgkdit von 232 pmol/min/mg E-Protein
und lag somit deutlich unter der Initialgeschwindiiy des TESTO-Abbaus, was auf die
Entstehung weiterer, nicht identifizierter Metab®lschlie3en lasst. Fur DEX konnte von drei
erwarteten Metaboliten nur 3-MM, ein CYP3A Metabolhachgewiesen werden. Die
CYP2D1 Metabolite Dextrophan und 3-HM waren in d&noben nicht nachweisbar. Eine
maogliche Ursache ist die zu geringe Expression @i°2D1 im Darm der Ratte, wodurch
kein nennenswerter Metabolismus zu erzielen i¥IMB-entstand mit deutlich geringerer
Initialgeschwindigkeit (2.4 pmol/min/mg E-Proteia)s Androstenedion und lag ca. 10fach
unter der Initialgeschwindigkeit seines SubstratsXD Fir MDZ konnte der erwartete
CYP3A Metabolit 10H-MDZ identifiziert werden, alllings mit einer nur sehr geringen
Initialgeschwindigkeit (0.08 pmol/min/mg E-Proteimlie ca. 700fach unter der MDZ-Initial-
geschwindigkeit lag. Fur BUPR konnte der CYP2B1 abelit 10H-BUPR dargestellt
werden. Dieser wurde mit einer Initialgeschwindigkeon 0.35 pmol/min/mg E-Protein
gebildet und lag damit ca. 100fach unter der llggachwindigkeit seines Substrats BUPR.
Die Tatsache, dass alle Substrate mit hohereralgéschwindigkeiten abgebaut werden, als
die Metaboliten entstehen, lasst vermuten, dask n@itere Metaboliten entstehen und/oder
die Metabolite weiter abgebaut werden.

3.7. Intestinaler Metabolismus mit dem ,Everted Sac-Modd

Mit dem ,Everted Sac“ Modell ist es mdglich, nebelem Metabolismus, auch das

Permeationsverhalten der Substrate und ihrer Métabaiber die Darmwand ins
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Blutkompartiment zu charakterisieren. Diese Methegegelt daher dién vivo Situation
deutlich starker wieder, als die isolierten prinmaEnterozyten. Die Untersuchungen erfolgten
abermals mit den Test-Substraten TESTO, DEX, MD& BWPR. Fir die Studien wurde der
Darm umgestulpt, kleine Darmséackchen (,Everted ‘Sadsyebunden und mit Substratlésung
Uber unterschiedliche Zeitrdume inkubiert (siehesdmitt 2.8). Anschlielend wurde die
Substanzmenge im Darmsackchen (serosales Kompatjimen umgebenen Medium
(mukosales Kompartiment) und im Darmgewebe mititid.C- oder LC-MS/MS-Analytik

(siehe Abschnitt 2.10) vermessen.

Abbildung 20: Zeitverlauf des TESTO-
Metabolismus mit dem ,Everted Sac“-Modell
Dargestellt sind die gemittelten Daten von drei
verschiedenen Versuchen als Menge
unmetabolisierter Substanz pro Gesamtprotein
.Everted Sac".

3.7.1. Zeitverlaufe des intestinalen Metabolismus mit demEverted Sac“-Modell

Die Zeitverlaufe beziehen sich auf Versuche, dissablie3lich mit ,Everted Sacs“ des
mittleren Jejunums gelaufen sind, da alle hier nsoighten metabolischen Enzyme dort
exprimiert werden. In Abbildung 20 und 21A sind dieitverlaufe des metabolischen Abbaus
aller untersuchten Substanzen als nicht metabdésiSubstanzmenge pro Milligramm
Gesamtprotein der ,Everted Sacs" (ES-Protein) ddejie Die dazugehdérigen metabolischen
Initialgeschwindigkeiten wurden anhand der Konzatiins-/Zeitprofile berechnet und sind
in Tabelle 10 zusammengefasst. Die Initialgeschigkelten wurden sowohl auf ES-Protein,
als auch auf Protein der Enterozyten (E-Proteiigir®d normiert. Dazu wurden einzelne
.Everted Sacs“ entweder im Ganzen oder nur die g@en ,Everted Sacs" abgeschabten
Enterozyten mit NaOH verdaut. Die Proteinmenge \m@iden Aufarbeitungen wurde
anschlie3end analysiert und somit der ProteinademilEnterozyten an den ,Everted Sacs®
bestimmt (siehe Abschnitt 2.8.3.1). Diese Vorgehaise wurde gewdahlt, um die
Initialgeschwindigkeiten der ,Everted Sac“ Versucldegekt mit denen der priméren

Enterozyten vergleichen zu konnen. Alle Substanzesigten bis 30 min nach
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Inkubationsbeginn einen linearen Abbau. Danachhflxt die Kurven ab, was an einer
Verminderung der Energievorrate, an einer Verstitibrang der Enterozytenvitalitat oder
einer Verringerung der Substratmenge liegen kdnnte.

Abbildung 21: Zeitverlauf des DEX-, MDZ- und BUPR-Metabolismus mit dem ,Everted Sac“-Modell

Die Zeitverlaufe der Substratéd) bzw. der Metabolite ) als Menge unmetabolisierter bzw. gebildeter
Substanz pro ES-Protein sind dargestellt. Die Dattsilen Mittelwerte von jeweils drei unabhangigen
Versuchen dar. DEX: Dextromethorphan, MDZ: MidanolUPR: Bupropion; 3-MM: 3-Methoxymorphinan;
10H-MDZ: 1-Hydroxymidazolam; 10H-BUPR: 1-Hydroxylmagpion

Wie schon im Modell mit priméaren Enterozyten bedtiat; unterlag TESTO in diesem
Versuch mit einer Initialgeschwindigkeit von 405a@f/min/mg E-Protein dem stéarksten
Metabolismus. Die anderen Substanzen wurden dagegeh weit geringeren
Initialgeschwindigkeiten (siehe Tabelle 10) umgese$o lag die Initialgeschwindigkeit von
BUPR bei 60 pmol/min/mg E-Protein, wahrend DEX bzMIDZ nur noch mit einer
Geschwindigkeit von 30 bzw. 17 pmol/min/mg E-Proteietabolisiert wurden.

Fur alle Test-Substanzen konnten mit diesem ,Ede8ac” Modell Metabolite identifiziert
werden, deren Konzentrationen mit zunehmender latioibszeit anstiegen. DEX wurde, wie

schon im Modell mit primarer Enterozyten, nur U8&P3A zum 3-MM abgebaut.

Tabelle 10: V,iia des intestinalen Metabolismus der TEST-Substrate mdem ,Everted Sacs* Modell
Dargestellt sind die gemittelten Werte von drei hh#ngigen Versuchen und die dazugehorigen
Standardabweichungen. Die Initialgeschwindigkeitgarden jeweils fir 1 mg ES-Protein und daraus die
Initialgeschwindigkeit pro 1 mg E-Protein (*) nadkglich berechnet (siehe Abschnitt 2.8.3.1).

Vnital . EVert “ V Enterozyten*
Substanz [prlr?glliﬂrﬁin/meg EeSd-ISr.(igin] [p?rqgllr/]r%in/mz ICE)-Pyroetein]
TESTO 127 + 13 405 + 42
DEX 9+2 30+ 7
MDZ 5+1 17+ 4
BUPR 19+1 60+ 8

TESTO: Testosteron; DEX: Dextromethorphan; MDZ: &tidlam; BUPR: Bupropion;
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Abbildung 22: Zeitverlauf des Metabolitenentstehungvon TESTO mittels ,Everted Sacs“-Modell

Die Zeitverlaufe der Entstehung der Testosteronbudite Androstenedion und TESTO-GLU@) bzw. von
16R0OH- und 6BOH-TEST@] sind dargestellt als gebildete Substanz pro Efeirr

TESTO-GLUC: Testosteron-Glucuronid; 16R0H-TESTO: 3-Hydroxytestosteron; 6BOH-TESTO: 6R-
Hydroxytestosteron

CYP2D1 zeigte somit auch in diesem Ansatz keinesbraa® Aktivitat. Fir MDZ bzw. BUPR
konnte abermals der CYP3A bzw. 2B1 Metabolit 10H-#izw. 10H-BUPR nachgewiesen
werden. Aus TESTO hingegen entstand mit diesem Moeilee ganze Batterie von
Metaboliten, was vor allem auf die spezielle Pr@hgarbeitung zuriickzufuhren ist. TESTO
und seine Metabolite wurden mittels Ethylacetat @ers Proben heraus extrahiert, eingeengt,
in Losungsmittel aufgenommen und anschlie3end it LC-Analytik vermessen (siehe
Abschnitt 2.8.2.2). Diese Methode hat den Vortgéss die Proben auf konzentriert und die
biologische Matrix aus den Proben heraus extrahied

Tabelle 11: V,ia der Metabolitenentstehung mit dem ,Everted Sac“-Malell

Dargestellt sind die gemittelten Werte von drei hhngigen Versuchen und die dazugehérigen
Standardabweichungen. Diep), wurde jeweils fur 1 mg ES-Protein ermittelt undrales die Vi Ppro

1 mg Protein E-Protein (*) nachtraglich berechsétt{e Abschnitt 2.8.3.1).

; V nitiar Darmstiick Vnital ENterozyten (*
Metabolit [prﬁgllf;‘lmin/mg Protein] I[rE;trlri‘loI/min/mg groteirg])
Androstenedion 56+ 1.9 178 + 6
TESTO-GLUC 12+ 2.7 37+18
16RBOH-TESTO 50+1.3 16+ 4
6ROH-TESTO 12+ 0.1 3.7+0.3
3-MM 1.3+0.3 41+0.9
10H-MDZ 0.9+ 0.6 29+1.9
10H-BUPR 0.3+0.1 1.0+0.3

TESTO-GLUC: Testosteron-Glucuronid; 16R0H-TESTO: 3-Hydroxytestosteron; 6BOH-TESTO: 6R-
Hydroxytestosteron; 10H-MDZ: 1-Hydroxymidazolam; A@UPR: 1-Hydroxybupropion

Neben dem Hauptmetabolit Androstenedion (173-HSDZP3A und 2B1) konnten so zwei
weitere Phase-I-Metabolite 16R-Hydroxytestosterb@30OH-TESTO; CYP2B1, 2C11) und
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6R-Hydroxytestosteron (6ROH-TESTO; CYP3A, 1A1). Auein Phase-ll-Metabolit, dass
Testosteron-Glucuronid (TESTO-GLUC) konnte in dms&ersuchsansatz nachgewiesen
werden. In Abbildung 21B und 22 sind die Zeitvef&iuund in Tabelle 11 die
Initialgeschwindigkeiten der Metabolitenentstehudgrgestellt. Auch die Entstehung der
Metaboliten verlief bis 30 Minuten nach Inkubatibaginn linear, wobei die Zeitverlaufe der
TESTO-Metaboliten schon nach ungefahr 20-25 minutd@zhen schienen. Des Weiteren
kann man in Tabelle 11 erkennen, dass die TESTGiMéte mit hoheren
Geschwindigkeiten gebildet wurden, als die Metdbaolider anderen Substanzen, wofir
wahrscheinlich die héhere Substratkonzentrationu(@$ verantwortlich ist. Androstenedion
entstand mit der hochsten Geschwindigkeit von I%8lfmin/mg E-Protein, gefolgt von
TESTO-GLUC (37 pmol/min/mg E-Protein), 16R0H-TEST@6 pmol/min/mg E-Protein)
und 6ROH-TESTO (4 pmol/min/mg E-Protein). Die ameteSubstanzen wurden mit einer
deutlich niedrigeren Konzentration (3 uM) eingetetateressanterweise wies 10H-BUPR
die geringste Entstehungsgeschwindigkeit (1 pmaol/img E-Protein) auf, obwohl BUPR mit
der hochsten Initialgeschwindigkeit abgebaut wurdie auch schon im primaren
Enterozyten-Modell wurden auch im ,Everted Sac“-Mbdlie Substrate deutlich schneller

abgebaut, als die Metabolite entstehen.

Abbildung 23: Inhibition des intestinalen TESTO-Metabolismus mittels ABT

Der Einfluss von ABT (1 mM) auf den Abbau von TESTZ> pM, t=60 min) A) bzw. die Entstehung seiner
Metabolite B) ist dargestellt als gemittelte Werte aus dreibirdagigen Versuchen. Die Menge an abgebauter
bzw. gebildeter Substanz wurde auf 1 mg ES-Prabeinogen. TESTO: Testosteron; 16ROH-TESTO: 1603-
Hydroxytestosteron; 6BOH-TESTO: 63-HydroxytestasteMESTO-GLUC: Testosteron-Glucuronid
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3.7.2. Inhibition des CYP P450-vermittelten Metabolismus

Um zu beweisen, dass tatsachlich CYP P450 Enzymdefi Abbau der untersuchten Test-
Substanzen verantwortlich sind, wurde der univeFseiechanistisch und irreversible
wirkende CYP P450 Inhibitor Aminobenzotriazol (AB@ingesetzt. Fur die Versuche wurden
abermals ausschliel3lich ,Everted Sacs" des mitildsgunums verwendet und diese mit ABT
(1 mM) Uber eine Inkubationszeit von 60 min mit déest-Substanzen inkubiert. In den
Abbildung 23 und 24 sind die Ergebnisse der Inldbgversuche fur alle Test-Substanzen
und ihrer jeweiligen Metabolite zusammengefasst. Metabolismus aller Test-Substanzen,
bis auf TESTO, konnte durch die Wirkung von ABT rsitkant gehemmt werden. Dabei
wurde der Abbau von DEX, MDZ und BUPR um ca. 70 %hgnmt. Nur eine
vergleichsméaRig geringe Hemmung konnte im TESTOa&Abbrzielt werden. Aufgrund der
Tatsache, dass die Entstehung von Androstenedson,Hhuptmetabolit von TESTO, nur um
etwa 7 % gehemmt werden konnte, kann geschlusstolMgden, dass Androstenedion nur
zum geringen Teil ber CYP3A und 2B1. Das Hauptenziges TESTO-Metabolismus stellt
somit 17R-HSD2 dar, da es im Gegensatz zu den @G¥B EEnzymen nicht Uber ABT
gehemmt werden kann. Die Entstehung der anderermT @H8etabolite wurde durch ABT
signifikant inhibiert, interessanterweise auch Baase-II-Metabolit TESTO-GLUC, der eine
fast vollstandige Hemmung von ca. 87 % durch ABigtee Die Entstehung der Metabolite
von DEX, BUPR und MDZ wurden dagegen vergleichbirks (80-96 %) inhibiert und

zeigten eine etwas starkere Hemmung als ihre j@eeilSubstrate.

Abbildung 24: Inhibition des intestinalen DEX-, MDZ-, BUPR-Metabolismus mittels ABT

Der Einfluss von ABT (1 mM) auf den Abbau von DEMDZ und BUPR (3 uM, t=60 min)A) bzw. die
Entstehung ihrer MetaboliteB] ist dargestellt als gemittelte Werte aus dreibindamgigen Versuchen. Die
Menge an abgebauter bzw. gebildeter Substanz vautié mg ES-Protein bezogen. DEX: Dextromethorphan;
MDZ: Midazolam; BUPR: Bupropion; 3-MM: 3-Methoxynyainan; 10H-MDZ: 1-Hydroxymidazolam; 10H-
BUPR: 1-Hydroxybupropion
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Alle Ergebnisse zusammen belegen das intestinal® A0 Enzyme am Abbau der
verwendeten Test-Substanzen beteiligt waren. Darlipaus konnte auch die Aktivitat von
anderen Enzymen, wie das Phase-I-Enzym 173-HSDaasndhase-1I-Enzym UGT, gezeigt
werden und konnen somit zum intestinalen Metabalsmon Arzneistoffen beitragen.
CYP2D1 Aktivitat konnte im Darm nicht festgestalierden.

3.7.3. Intestinaler Metabolismus entlang des Darms

Mit dem priméren Enterozyten-Modell konnte nur dietabolische Aktivitat der Enterozyten
des gesamten Jejunums dargestellt werden, aber \kailauf der Aktivitdt entlang des
Jejunums abgebildet werden. In den folgenden Vaesuavurden daher ,Everted Sac* aus
drei verschiedenen Jejunumregionen prapariert widit@e metabolische Aktivitdt hin

untersucht.

Abbildung 25: TESTO-Metabolismus entlang des Rattendarms

Der TESTO-Abbau A) bzw. die Entstehung seiner MetabolitB) (ist dargestellt in drei verschiedenen
Jejunumregionen als Menge an abgebauter bzw. gébildubstanz pro mg ES-Protein. Die Ergebniss# sin
gemittelte Werte aus drei Versuchen, die mit eiRESTO-Konzentration von 25 uM uber 60 min inkubiert
wurden. (TESTO: Testosteron; TESTO-GLUC: Testostébtucuronid, 16ROH-TESTO: 16R-
Hydroxytestosteron, 680OH-TESTO: 63-Hydroxytestaster

Die Ergebnisse sind in Abbildung 25 fur TESTO zussngefasst. TESTO wurde mit
ca. 6 nmol/mg ,Everted Sac” Protein (ES-Protein)aberen und mittleren Jejunum deutlich
starker abgebaut, als im unteren Jejunum. Dort vetente sich der TESTO-Abbau merklich
auf 1.5 nmol/mg ES-Protein. Dies machte sich aucii @er Ebene der Metaboliten
bemerkbar. So nahm die Bildung von Androstenedibif3{HSD2) vom oberen/mittleren
Jejunum (1.5 bzw. 1.75nmol/mg ES-Protein) zum @mtelejunum (0.5 nmol/mg ES-Protein)
deutlich ab. UGT zeigte nur im oberen und mittledejunum mit TESTO-GLUC-Umsétzen

von 0.4 nmol/mg ES-Protein, bzw. 0.75 nmol/mg E8t&n Aktivitat, aber nicht im unteren
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Jejunum. Interessanterweise korrelierte die Aldiviler beiden Enzyme, 17(3-HSD2 und
UGT nicht mit deren Proteinexpression entlang desni3. Es wurde dort eine relativ
gleichméaRige Proteinexpression fur beide Enzymelaegt des gesamten Jejunums
beobachtet. 16R0OH- und 6ROH-TESTO wurden in weitgesingeren Mengen, als
Androstenedion und TESTO-GLUC und auch nur im aobg@14 bzw. 0.02 nmol/mg ES-
Protein) und mittleren Jejunum (0.20 bzw. 0.02 imgIES-Protein) gebildet.

Abbildung 26: DEX- MDZ- und BUPR-Metabolismus entlang des Rattendarms

Der Abbau der Substratd) bzw. die Entstehung der dazugehérigen Metab(iijeentlang des Rattenjejunums
sind dargestellt als abgebaute bzw. gebildete Snbstenge pro mg ES-Protein. Wahrend. Die Ergebnisse
stellen gemittelte Werte aus drei Versuchen daSg8¢trat) = 3 uM; t =60 min) (DEX: Dextromethorpha
MDZ: Midazolam; BUPR: Bupropion; 3-MM: 3-Methoxymuahinan, 10H-MDZ: 1-Hydroxymidazolam; 10H-
BUPR: 1-Hydroxybupropion)

Die Ergebnisse aller anderen Test-Substanzen siddlbildung 26 zusammengefasst. DEX
wurde im oberen und unteren Jejunum mit ca. 200ljomgoES-Protein vergleichbar und im
mittleren Jejunum mit 320 pmol/mg ES-Protein sidgaift starker metabolisiert. Sein
Metabolit 3-MM zeigte einen d&hnlichen Verlauf, wardaber im unteren Jejunum
(10 pmol/mg ES-Protein) signifikant weniger gebildeals im oberen Jejunum
(23 pmol/mg ES-Protein). MDZ wurde von den ,Evert8dcs” des oberen und mittleren
Jejunums mit ca. 230 pmol/mg ES-Protein in verglleizen Mengen metabolisiert, wahrend
das untere Jejunum mit ca. 100 pmol/mg ES-Proteinene signifikant schwacheren
Metabolismus zeigte. Dies spiegelte sich auch in Elegstehung von 10H-MDZ wieder,
welches im oberen und mittleren Jejunum mit cabZ@. 30 pmol/mg ES-Protein in
signifikant hoheren Mengen gebildet wurde, als meren Jejunum (5 pmol/mg ES-Protein).
Wie zu erwarten war, ahnelt die 3-MM bzw. 10H-MDZ#At&iehung entlang des Darm dem
Expressionsverhalten von CYP3A, das in distalemiDagionen deutlich weniger exprimiert

wurde. BUPR wurde dagegen im oberen und mittlerggenveils 250 bzw. 500 pmol/mg ES-
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Protein signifikant hoéher, als im unteren Jejununt mur ca. 150 pmol/mg ES-Protein
metabolisiert. 10H-BUPR entstand, trotz der hohébairaten von BUPR, nur in geringen
Mengen (ca. 17 pmol/mg ES-Protein) und auch niminberen und mittleren Jejunum. Auch
wenn die Menge an gebildeten 10H-BUPR nicht gahkladrar ist, korreliert der Verlauf der

CYP2B1 Aktivitat entlang des Darms doch gut mit dazugehdrigen Proteinexpression.

3.7.4. Km=, Vimax- und CLin es-Werte flr TESTO

Im Vergleich zu den Initialgeschwindigkeiten gebdie enzymkinetischen Parametef.y
und K, einen besseren Einblick, wie gut ein Substrat \EBmym erkannt und umgesetzt
werden kann. Anhand des Quotienten dieser Pararketer die Clayies (CLint Everted sace
berechnet werden, die angibt wie viel MikroliteruBlvon der Substanz pro Minute und
Milligramm Protein befreit werden. Die Giles ist daher ein gut fassbarer Parameter zur
Charakterisierung des Metabolismus einer Substaiese Parameter wurden deswegen flr
den Abbau von TESTO bzw. fur die Entstehung der TT&®3etabolite (K, und Viay
ermittelt. Dazu wurden metabolische Stabilitatsgssait dem ,Everted Sacs“-Modell des
mittleren Jejunums (siehe Abschnitt 2.8.2) GbeeriKonzentrationsbereich von 5-100 uM

und Uber einen Zeitraum von 60 min angefertigt.

Tabelle 12: Kinetik des intestinalen TESTO-Metabokmus

Der intestinale Abbau von TESTO wurde in einem Kamrationsbereich von 5-100 puM Uber mehrere
Zeitpunkte analysiert und die K und VWerte mittels der Initialgeschwindigkeiten und @&y Plot 10.0
ermittelt. Die Ergebnisse stellen gemittelte Wexda zwei unabhangigen Versuchsansétzen dar.

Substanz K [ moI/\r/nmr?;;n ES- ClLintes
[uM] P Pro{ein]g [uL/min/mg ES-Protein]
TESTO 22 220 10

TESTO: Testosteron,;

Die Initialgeschwindigkeiten des Abbaus von TEST&vbder Entstehung seiner Metabolite
wurde, wie Dbereits unter Abschnitt 2.8.3 beschmebeerrechnet. Mittels der
Geschwindigkeiten und unter zur Hilfe der Softw8igma Plot 10.0 wurden  und Viax
Werte fur die jeweilige enzymatische Reaktion besit (siehe Abschnitt 2.8.3.2). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 12 dargestellt. Derche$e Weise berechnete Gesamt\Kert
von TESTO betrug 22 uM, was ungeféahr der Standarziatration fur TESTO (25 uM) in
den metabolischen Assays mit primdren Enterozytend ,Everted Sacs“-Versuchen
entspricht. Die Wax von TESTO betrug 220 pmol/min/mg ,Everted Sac" tBiro (ES-
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Protein). Dabei ist zu beachten, dass degr bhd VihaxWert des Testosteronabbaus nicht die
Tatigkeit eines Enzyms, sondern einer ganzen Batten Enzymen darstellt. Die berechnete
CLintes aus dem ermittelten J& und VpacWert fur TESTO ergab einen Wert von
10 pL/min/mg ES-Protein. Zum Vergleich mit den Kikdaten des metabolischen Assays
mit primaren Enterozyten kann man die ifts auch auf Enterozytenprotein beziehen,
woraus sich ein Wert von 32 pL/min/mg E-Proteiel@ Tabelle 12 und Abschnitt 2.8.3.1)

Die Entstehung der TESTO-Metabolite zeigte, das-H3B®2 mit einer Claygs von

2.3 uL/min/mg ES-Protein am schnellsten TESTO indrastenedion umsetzte, wahrend
UGT und CYP2B1 mit jeweils 0.7 und 0.2 uL/min/mg-Bftein deutlich langsamere

Umsatzgeschwindigkeiten zeigten (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Kinetik der Bildung der TESTO-Metabolite aus dem intestinalen Metabolismus von
Testosteron Der intestinale Entstehung der TESTO-Metabolitede in einem Konzentrationsbereich von 5-
100 uM (TESTO-Konzentration) iber mehrere Zeitpankhalysiert und die j& und VpacWerte mittels der
Initialgeschwindigkeiten und Sigma Plot 10.0 eraiitt Die Ergebnisse stellen gemittelte Werte voreizw
unabhéngigen Versuchsanséatzen dar.

Substanz K |/Vma/x ES Clintes
[uM] [mePrrglgilrﬁHg i [uL/min/mg ES-Protein]
Androstenedio 39 92 2.2
TESTO-GLUC 18 13 0.7
16ROH-TESTO 130 31 0.2

TESTO-GLUC: Testosteron-Glucuronid; 16R0OH-TESTO3H8ydroxytestosteron

Fir 6BOH-TESTO konnten keine Daten ermittelt werdsril die HPLC-Analytik nicht

ausreichte, um Uber den gesamten TESTO-Konzenisdtgreich valide Signale zu erhalten.

3.7.5. Berechnung der intestinalg,First pass” in vivo CLgp pr

Die eben vorgestellte Berechnung dertdsmittels Enzymkinetik ist ein sehr genauer Weg,
der aber auch mit sehr viel Aufwand verbundenwstil mehrere Substratkonzentrationen
untersucht werden mussen. In diesem Abschnitt diedCL es daher auf einem einfacheren

Weg, unter Benutzung von nur einer Substratkonagatr und der dazugehorigen AUC unter
dem Konzentrations-/Zeit-Profil berechnet. Dahéreis moglich die Berechnungen fur alle
Test-Substanzen und nicht nur fur TESTO durchzedtihr

Die Berechnung der Gl.pr erfolgte aus den Gl.essDaten und Skalierungsfaktoren (siehe
Tabelle 3). Die Skalierung der Gles auf die Clnpr erfolgte mittels der Masse der

Darmabschnitte, der ,Everted Sac“-Proben und denugkehérigen Masse an Protein (siehe

Tabelle 3). Diese Gk pr-Werte konnte anschlieend verwendet werden, unCHig pr der
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einzelnen Darmregionen, mittels dergfMethode" von Yang et al. zu berechnen, wobei hier
der Blutfluss der Zotten und die Permeabilitat 8abstanzen Uber die Enterozyten hinweg
mit hinein floss (Yang et al. 2007). Dabei bezislth die Clp pr nicht mehr nur auf das
Protein des Darms sondern auf ein Kilogramm Korpetght und stellt somit die gesamte
Clearance des jeweiligen Darmabschnitts dar. Awdterldann man aus dieser Grol3e die F
berechnen, die den Anteil der Substanz darstaitdée Darmwand wahrend der Absorption
unmetabolisiert Ubertritt. Die Versuche wurden yhverted Sacs” aus dem oberen, mittleren
und unteren Jejunum durchgefihrt und Uber einertraten von 60 min der intestinale
Metabolismus verfolgt (siehe Abschnitt 2.8.2). Diest-Substanzen wurden jeweils in ihren
Standardkonzentrationen (TESTO: 25 uM, DEX, MDZ,HRJ 3 uM) eingesetzt. In Tabelle
14 sind die Ergebnisse zusammengefasst. TESTOezmigbberen und mittleren Jejunum
von allen Substanzen die héchste (s mit ca. 9 pL/min/mg ES-Protein. Der GlesWert
der Enzymkinetik konnte somit mit dieser einfachepfdternativmethode verifiziert werden.
Im Vergleich dazu zeigte BUPR im mittleren Jejuname Clygsvon 5.5 pL/min/mg ES-
Protein. Die anderen Substrate dagegen zeigtenngggé ClaiesWerte um die

2 puL/min/mg ES-Protein.

Tabelle 14: ClLgp und F; fiir alle Test-Substanzen

Die Daten wurden mittels metabolischen Stabilitateter Zuhilfenahme des ,Everted Sac“-Modell erafiitt
Die Berechnung der einzelnen Gréf3en ist in AbsthhB.3.3 beschrieben. Die gemittelten Werte voei dr
unabhéngigen ,Everted Sacs" Versuchen und die dd®irggen Standardabweichungen (MW = SD) sind
dargestellt.

Darm-  CLint Es CLint DR CLFrpDR Fe CLFp parm

Substanz —&m [uL/min/mg [mL/min/ [mL/min/kg KG] [mL/min/kg KG]
region  eq. protein] Organ]
oM 8.8+ 1. 82+1! 1.8 + 0.0:i 0.2z

TESTO mJ 86+19 74+21 1.77+0.14 024 4.70
uJ 2.6+0.7 21+05 1.10+0.13 0.52

o8 1.4+0.: 1.1+0.: 0.68+0.00 0.6z

DEX m. 2.1+0. 1.5+0. 0.77+0.2  0.51 2.30
uJ 2.3+0.8 1.8+0.8 0.85+0.30 047
o8 1.7+0. 1.4+0. 0.80%0.1 0.57

MDZz m. 1.3+0. 1.0+ 0. 0.65+0.1° 0.6 1.92

uJ 09+0.3 0.7+0.2 0.48+0.14 0.68

oJ 29+1.0 23+0.8 1.16 £ 0.32 0.50

BUPR m. 5.2+ 1.1 40+ 1.( 1.52+0.1  0.3¢ 3.41
uJ 1.5+0.3 1.0+0.2 0.73+0.11 0.73

0J: oberes Jejunum, mJ: mittleres Jejunum; uJremtiejunum; TESTO: Testosteron; DEX: Dextromethanp
MDZ: Midazolam; BUPR: Buproprion; DR:Darmregion; HHrst Pass; ES: ,Everted Sac"; MW: Mittelwert;
SD: Standardabweichung; KG: Kérpergewicht;
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Nur fir TESTO und BUPR konnte ein starker Abfalk d&li,gs im unteren Jejunum im
Vergleich zu den anderen Darmregionen nachgewiaserden, wahrend die anderen
Substrate vergleichbare GlesWerte in allen Darmregionen aufwiesen. Daraus lergjeh
fur TESTO eine Ckppamvon 4.7 mL/min/kg Korpergewicht. Die anderen Sahgen
zeigten im Vergleich zu TESTO mit Werten zwischef-3.4 mL/min/kg Koérpergewicht
geringere CkppamWerte. Fir TESTO und BUPR ergaben sich daragdVErte von
ca. 20 % bzw. 38 % (BUPR im mittleren Jejunum), dy@rade mal 1/5 (TESTO) bzw. 1/3
(BUPR) der jeweiligen Substanz gelangt unmetalsstisilber die Darmwand in den
Blutstrom. Fur die anderen Substanzen wurden dageg®Verte um die 60 % errechnet und
somit gelangt mehr als die Halfte der Substanzenet@bolisiert Gber die Darmwand. Durch
den niedrigeren Metabolismus von TESTO und BUPRumteren Jejunum stiegen die
berechneten &Werte dort auf 52 % bzw. 73 %, wahrend die rds#iic Substanzen zu den

anderen Darmregionen vergleichbarWerte besalien.

3.8. Permeation Uber die Darmwand

3.8.1. Permeation mittels ,Everted Sac“-Modell

Wie anfanglich erwahnt, kann man mit der ,Evertedc'SMethode nicht nur den
Metabolismus im Darm abbilden, sondern dartiberusreaich die Permeation der Substanzen
uber die Darmwand verfolgen. Dabei sind zwei Urdleesdungen mdglich,

1) die Wanderung der Substrate von der Lumensemgkg@sale Kompartiment) auf die
Blutzugewandte Seite (serosale Kompartiment) und

2) die Verteilung der in den Enterozyten gebilddWgtabolite auf das mukosale und serosale
Kompartiment.

Auf beide Punkte soll im weiteren Verlauf ndhergeigangen werden.

3.8.1.1. Serosale Akkumulation der Substrate

Zur Analyse der serosalen Anreicherung wurden,fisielie metabolischen Experimente, die
Test-Substrate dem mukosalen Kompartiment (Aul3ensker ,Everted Sacs®) zugegeben.
Nach 60 minutiger Inkubation erfolgte die Quantdizing der Test-Substrate im serosalen
Kompartiment und im Darmgewebe. Diese Untersuchumgrde mit verschiedenen
Darmsegmenten des Jejunums durchgefihrt. Um denabdiggmuseffekt auf das

Permeationsverhalten der Test-Substrate zu anadysie erfolgte parallel das
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Permeationsexperiment in Anwesenheit des CYP PdiaiBitors ABT. In Abbildung 27 sind
die Ergebnisse dieser Analyse zusammengefasstSilbstanzen konnten nach 60 minutiger
Inkubation im serosalen Kompartiment, im Inneren @&erted Sac”, nachgewiesen werden,
wobei die Hohe der Akkumulation von der Art der Stalmz und von der Darmregion
abhangig war. Die beiden oberen Jejunumregionegrseitieden sich kaum in der Hohe der
Akkumulation der untersuchten Test-Substanzen. TEZ3digte interessanterweise, in diesen
Regionen die geringste serosale Akkumulation (13mdy/IProtein), obwohl die eingesetzte
Substratkonzentration fast 10x so hoch lag, wiedi@r restlichen Test-Substanzen. BUPR
wurde mit ca. 40 nM/mg Protein am starksten im saen Kompartiment angereichert,

wahrend DEX und MDZ mit 20-31 nM/mg Protein vergldare Akkumulationen aufwiesen.

Abbildung 27: serosale Akkumulation der Test-Substazen entlang des Jejunums

Die gemittelten Werte aus drei verschiedenen ,EdbrBacs“-Versuchen sind dargestellt. Die serosale
Akkumulation ist jeweils in akkumulierte Substanzopmg ES-Protein angegeben. (C(TESTO) = 25 uM;
C(DEX, MDZ, BUPR)=3uM; t=60min; ABT: Aminobentriazol; TESTO: Testosteron; DEX:
Dextromethorphan; MDZ: Midazolam; BUPR: Bupropion

Im unteren Jejunum stieg die akkumulierte TESTO-#@mtration (15-30fach) stark an.
BUPR zeigte, mit einem 4fachem Anstieg im unterejudum, diesbeziglich ein dhnliches
Verhalten. DEX zeigte zwar im Mittel einen 3fach&nstieg der Akkumulation im unteren
Jejunum, jedoch schwankten diese Ergebnisse stafkvaren nicht signifikant. MDZ zeigte
in allen untersuchten Regionen eine gleichbleibesemsale Akkumulation. Auch ABT

zeigte keinen Einfluss auf die MDZ bzw. DEX Akkuratibn. Dagegen stieg die
Akkumulation von TESTO und BUPR in den ABT gehemmjEverted Sacs" des mittleren
Jejunums an (4fach bzw. 2fach). Darauf kann manliedgn, dass der intestinale
Metabolismus die Akkumulation von BUPR und TEST®eranicht die von DEX und MDZ
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beeinflussen kann. Allerdings konnte durch die Hemghder CYP P450 Enzyme in den
TESTO- und BUPR-Proben nicht die Akkumulation deseten Jejunums erreicht werden,
was auf zusatzliche, nicht mit dem Metabolismusbuadene, Einflussfaktoren der
Akkumulation im unteren Jejunum schlieRen lasstt FESTO sind die Ergebnisse der
Inhibition des Metabolismus mit ABT nicht sehr aapskraftig, weil 17R3-HSD2, dass
Hauptenzym im TESTO-Metabolismus nicht durch ABhgamt werden kann.

3.8.1.2. Akkumulation der Metabolite im mukosalen und sel@s&ompartiment

In den vorangegangen Studien konnte gezeigt weidkesys die Permeation von Substanzen
durch den intestinalen Metabolismus beeintrachivgrden kann. Allerdings wurde das
Verhalten der entstehenden Metabolite auRer Acldsgen. Es ist anzunehmen, dass die
gebildeten Metabolite oft ein ganz anderes Permesterhalten zeigen, als die
entsprechende Muttersubstanz und auch oft nichtBlil#&ompartiment erreichen, sondern
sofort Uber den Faeces ausgeschieden werden. Rigsender Metabolitenpermeation wurde
wie im vorhergehenden Abschnitt fir die SubstratgEtion beschrieben, durchgefuhrt. In
Abbildung 28 ist die Verteilung der Metabolite allBest-Substanzen auf das mukosale und

serosale Kompartiment zusammengefasst.

Abbildung 28: Akkumulation der Metaboliten im serosalen und mukosalen Kompartiment

Die Akkumulationen der Metabolite von DEX, MDZ uBUPR (A) und TESTO B) sind dargestellt als
Konzentration pro mg ES-Protein. Die gemitteltenri®&@us drei verschiedenen Versuchsansatzen mirt@o
Sacs" sind zusammengefasst (t = 60 min).

10H-M: 1-Hydroxymidazolam, 3-MM: 3-MethoxymorphinarlOH-B: 1-Hydroxyburpropion, 6R0OH: 6[3-
Hydroxytestosteron, 16B0H: 16R3-Hydroxytestoste®Id,JC: Testosteron-Glucuronid, A: Androstenedion)
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Alle Metabolite zeigten eine starkere Anreicherumg mukosalen, als im serosalen
Kompartiment, was die Theorie bestatigt, dass $ier anit dem Faeces ausgeschieden
werden. Eine besonders starke Anreicherung aufdéosalen Seite zeigte 3-MM (14fach).
Aber auch 10H-MDZ (4fach), Androstenedion (5fadbl}OH-TESTO (2fach) und 16ROH-
TESTO (2fach) zeigten signifikant hohere Anreicmgren auf der mukosalen Seite. 10H-
BUPR und TESTO-GLUC zeigten auch im Mittel hoheabger nicht signifikante héhere
Konzentrationen im mukosalen Kompartiment, die zwemd mit sehr grol3en

Schwankungsbreiten behaftet waren.

3.8.2. Caco-2-Permeation

Zur zusatzlichen Charakterisierung des Permeateyhsiten und Bestimmung der
Permeationsgeschwindigkeit der Test-Substanzendereh Metaboliten wurde der Caco-2-
Permeationsassay eingesetzt. Bei der Caco-2-4ellhandelt es sich um Zellen, die aus
einem humanen, epithelialen Adenokarzinoms desrGotewonnen wurden. Mit Hilfe des
Caco-2-Assays kann der bidirektionale Transporerei8ubstanz, d.h. Transport von der
apikalen zur basolateralendab) undvice versadurch eine epitheliale Zellschicht analysiert
werden. Neben dem passiven Permeationsverhaltemekéauch Rickschlisse auf Efflux-

Transporterinteraktionen gezogen werden.

Tabelle 15: Permeation der Test-Substanzen iber &n Caco-2-Monolayer

Die P,,sWerte sind Mittelwerte von zwei vermessenen Z&ifin. Die in Klammern angegeben Daten sind die
Wiederfindung (WF) der Substanz in dem jeweiligeqpé&riment. Auf3erdem ist der Quotient (Q) aus degp P
Werten des & a und des a b Experiments angegeben. Die log P-Werte wurdétrim Rahmen dieser
Arbeit erhoben, sondern stellen Literaturdaten dar.

aab ba a

Substanz Log P Paop WE Paop WE Qpapp
[nm/s] [%0] [nm/s] [%0]
Clonidin 1.6 237 92 17€ 98 0.7¢
Digoxin 1.3 8 89 130 93 16.25
Manitol 2.1 5 94 4 95 0.80
6ROH-TESTO 2.0 57 13 18 79 0.32
DEX 3.97 263 79 180 97 0.68
3-MM 3.0 107 80 190 93 1.78
MDZ 4.3% 307 80 196 89 0.63
10H-MDZ 2.7 298 79 203 93 0.68

1 Log P Daten aus déittp:/pubchem.ncbi.nim.nih.ggV/ Log P-Daten aus (Arellano et al. 2007)

FUr die Permeationsexperimente wurden DEX, MDZ imien jeweiligen Metaboliten (3-
MM, 10H-MDZ) und der TESTO-Metabolit, 6ROH-TESTO é@mner Testkonzentration von

2 UM eingesetzt. TESTO selber wurde nicht mit vessea, weil dazu mehrfach analysierte
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Werte in der Literatur gegeben sind. Digoxin, Ctbhni und Manitol wurden als
Standardsubstanzen und Assaykontrollen mitgefihrt.

In Tabelle 15 sind die Permeationswerte (appareateneation in nm/s) fur die apikalen nach
basolateralen (a b), als auch in umgekehrter Richtung dargest&lfie nicht anders
erwartet, zeigte Clonidin mit einemygWert von 200 nm/s eine sehr hohe Permeation und
Manitol, ein hydrophiler Zucker eine sehr schledhéggmeation (ca. 4 nm/s) uber den Caco-2-
Monolayer. Beide Substanzen zeigten keinen Efflexa$port, d.h. das Permeationsverhalten
war fur beide Richtungen @ b, sowie k& a) vergleichbar. Da Digoxin ein bekanntes Pgp-
Substrat darstellt, erwartet man, dass dée b Permeation stark durch einen auftretenden
Efflux-Transportprozess beeintrachtigt wird. Es deurein starker Efflux fir Digoxin
beobachtet, d.h. die Permeation vaa ka lag deutlich héher (16fach), als die Permeatmm

aa b.

Die Permeationsgeschwindigkeiten der untersuchest-Substanzen waren relativ hoch. Es
konnten zudem keine nennenswerten Efflux-Transpozfsse detektiert werden. Nur der
Metabolit von Testosteron, 6ROH-TESTO zeigte eimatltth verminderte Permeation von
57 nm/s im a b Experiment und 18 nm/s iméb a Experiment. AuRerdem zeigte der
Metabolit von DEX, 3-MM eine etwas hohere Permeatio ba a Experiment (1.8fach), als

im Vergleich zum & a Experiment.
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4. Diskussion

Der Darm ist kein homogen aufgebautes Organ, sandieterliegt in der Morphologie, als
auch in seiner Proteinverteilung Veranderungen ywoximalen bis distalen Ende. Da der
intestinale Metabolismus eine groRe Auswirkung ali Bioverfigbarkeit von oral
aufgenommen Arzneistoffen besitzen kann, basied erfolgreiche Arzneimittelentwicklung
auch auf dem umfangreichen Wissen Uber metaboliSolzgme entlang des Darms. Wie die
Hepatozyten, enthalten ebenso die Enterozytenetiarsverschiedenen CYP P450 Enzymen,
sowie weiteren metabolisierenden Enzymen der Phaset -Il. Eine Verminderung der
Bioverflugbarkeit von oral verabreichten Arzneistoffdurch intestinalen Metabolismus wird
in der Literatur haufig diskutiert. Obwohl die Ergsion der involvierten Enzyme flr die
Leber gut charakterisiert ist, existieren nur wenigformationen tber ihre Expression in der
Darmwand und entlang des gesamten Darms. Einigeigstuzeigten die konstitutive
Expression von mehreren CYP P450 Isoformen, 173HB2UGTs im Darm von mehreren
Spezies. Diese Studien basieren in der Ratte haalptsh auf mRNA-Analysen (Yan und
Caldwell 2001) und nur im Menschen auf Proteinesgimnsanalysen (Paine et al. 2006). Auf
MRNA gestutzte Expressionsanalysen konnen allesdingicht die tatséachliche
Proteinexpression und somit auch nicht deren Fanétitat widerspiegeln. Deswegen wurde
im Rahmen dieser Doktorarbeit die Proteinexpressiah Funktionalitat von verschiedenen
metabolischen Enzymen aus den Familien CYP P450; Wl 173-HSD im Darm der Ratte
charakterisiert. AuRerdem wurde ein Tool zur Veuitigy gestellt, anhand dessen man mittels
metabolischein vitro Daten auf dien vivo Clearance von Substanzen im Darm schlie3en
kann und zusatzlich den Anteil an Substanz, der Danm unmetabolisiert Uberquert,

berechnen kann.

CYP P450 Expression und Aktivitat entlang des Darms

Die Proteinexpressionsanalysen mittels Western Bigaben, das von sechs untersuchten
Mitgliedern der CYP P450 Familie CYP3A, 2B1, 2C®12und 1A1, aber nicht CYP2C11
im Darm der Ratte auf Proteinebene exprimiert werdieses Ergebnis ist weitgehend
konsistent mit mMRNA-Analysen von anderen Arbeitpgren (Hiroi et al. 1998; Kaminsky
und Zhang 2003; Lindell et al. 2003). In Bezug alié CYP2C1l1l Expression gibt es

allerdings kontroverse Diskussionen, weil entwestdtwache oder keine Signale im Western
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Blot detektiert werden konnten (de Waziers et 80Qt Zhang et al. 1996). Basierend auf
diesen und eigenen Ergebnissen scheint CYP2C11n wibarhaupt, nur in sehr geringen
Mengen im Darm vorhanden zu sein.

Um Aussagen Uber den Verlauf der ProteinexpresdanCYP P450 Enzyme entlang des
Darms treffen zu kénnen, wurden Darmhomogenate 3@&egmente pro Darm) des
gesamten Darms und Darmschnitte (5 Segmente pro)Dauws ausgewahlten Darmregionen
prapariert. Mittels Western Blot bzw. Immunhistochie wurde diese Proben hinsichtlich des
Expressionsverlauf der verschiedenen CYP P450 nsafio charakterisiert. Zusatzlich wurde
die Aktivitat der CYP P450 Enzyme entlang des Damms dem ,Everted Sac* Modell
analysiert. Dazu wurden Darmsegmente (3-3.5 cm¥chéedener Regionen des Jejunums
entnommen und auf ihre metabolische Aktivitdt, oh@eigabe von zusatzlichen
Energieequivalenten, bezuglich ihres Abbaus veesighier Test-Substanzen hin untersucht.
Entlang des Darms zeigen die Isoformen CYP3A untl @8 gleichbare Expressionsverlaufe.
Es wurden starkere Immunosignale in proximalen emsichen detektiert und deutlich
schwachere Signale zu distalen Darmregionen hi® idn unteren Jejunum vollig
verschwanden. Die CYP2B1 Western Blot Ergebnissenten auf funktioneller Ebene durch
den metabolischen Abbau von Bupropion und Testosteu 1-Hydroxybupropion bzw. 16R3-
Hydroxytestosteron verifiziert werden.

Die CYP3A Immunblot Ergebnisse hingegen wurden ier dmmunhistochemie mit
Darmschnitten aus den jeweiligen Darmregionen ailweise bestatigt. Eine Abnahme der
Expression entlang des Dunndarms konnte auch kiigt werden, jedoch konnte CYP3A
mittels Immunhistochemie auch im lleum, Caecum Qudon nachgewiesen werden, wenn
auch im deutlich geringerem Umfang als im Duodenunmd Jejunum. Es ist daher
anzunehmen, dass der eingesetzte Anti-CYP3A Aniitkdeine hohere Affinitat fir CYP3A
in der Immunhistochemie, als im Western Blot bésitkoglicherweise muss das
Antigenepitop noch eine gewisse sekundare/terttboaformation erhalten, um optimal
erkannt zu werden. Fur eine CYP3A Expression imemamt Jejunum sprechen auch die
funktionellen Daten, die im Rahmen dieser Doktoeérlerhoben wurden. Dort wurden die
CYP3A Metabolite 1-Hydroxymidazolam und 3-Methoxymloinan im unteren Jejunum
noch nachgewiesen, wenn auch in geringeren Mengisnin den oberen Darmregionen.
Daher kann man schlussfolgern, dass CYP3A, nichdr é#B1 noch in den unteren
Darmregionen exprimiert wird, allerdings in deutligeringeren Mengen als in proximalen

Darmregionen. Vergleichbare Verlaufe fur CYP2B1 uBd wurde auch von anderen
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Arbeitsgruppen sowohl auf Proteinebene, als auch fanktioneller Ebene dargestellt
(Rosenberg 1991; Takemoto et al. 2003). Im Rahmesed Doktorarbeit wurde fur CYP3A
im Immunblot eine Doppelbande detektiert, die wehesnlich die Expression mehrerer
CYP3A Isoformen reflektiert (CYP3A9, 3A18 und 3A6ZYP3Al und 3A2, die Haupt-
Isoformen der CYP3A Unterfamilie in der Leber, ktemvon Matsubara et al. im Darm der
Ratte nicht nachgewiesen werden. Matsubara ebahtk zeigen, dass die mRNA-Expression
der CYP3A Isoformen CYP3A9, 3A18 und 3A62 entlares darms abnimmt. Allerdings
fallt CYP3A9 viel schneller und deutlicher ab, &¥P3A62. CYP3A18 dagegen ist schon
auf mRNA-Ebene so gering exprimiert, das ein Nadbvwauf Proteinebene fraglich ist
(Matsubara et al. 2004). Aufgrund der Ergebnisse Matsubara et al. miusste es sich bei der
oberen Bande der Doppelbande im hier vorgestellbemunblot um CYP3A9 handeln,
wahrend die untere Bande CYP3A62 zugeordnet wekdante (siehe Abbildung 10). Diese
Annahme wird sowohl durch das Molekulargewicht, alsch durch den beobachteten
Expressionsverlauf beider Isoformen unterstitzgebediese Hypothese sprechen allerdings
die Ergebnisse von Takara et al. Diese Arbeitsgeruggpgte, dass die mRNA-Expression von
CYP3A9 entlang des Darm kaum absank (Takara eR@03). Takara verwendete den
gleichen Rattenstamm, jedoch nichterne Tiere un@@Aals Referenzprotein. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden zusatzliche CYP3A ExpressioaBsen mit mannlichen Tieren
durchgefuhrt, denen 48 h vor der Praparation destimalhomogenate das Futter entzogen
wurde, wobei sie freien Zugang zu einer 5 %igenc@deldsung erhielten. Jedoch blieb die
CYP3A Proteinexpression entlang des Darms vom Fartteug unbeeinflusst (Daten nicht
dargestellt).

Hohere CYP P450 Expressionen in proximalen Darroressi kdnnten daher riihren, dass die
meisten Nahr- und Arzneistoffe in dieser Region den Darmzellen absorbiert werden. Eine
weitere Erklarung kénnte die Darmflora liefern. iEsbekannt, dass nicht weniger als 1000
verschiedene Bakterienarten den Darm bevélkerrDimdenum und Jejunum ist die Anzahl
der Bakterien noch relativ gering, steigt aberigtehtlang des Darms weiter an, wobei die
groéften Zellmengen im Caecum und Colon zu finded éTlaskalova-Hogenova et al. 2004).
Die Beziehung zwischen Darmflora und Wirt ist mest von beiderseitigem Nutzen. Der
Wirt bietet den Bakterien Nahrung und einen Lebmumsr, wahrend die Bakterien die
Verdauung von unverdaulichen Kohlenhydraten urni&zreh und auch am Metabolismus von
Gallensauren, Bilirubin und Cholesterin beteilighds (Neish 2002; Mahida 2004). Die

indirekte Proportionalitat von Bakterienmenge undPaP450 Expression entlang des Darms
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konnte die Theorie unterstiitzen, dass metaboligclzgme der dort ansassigen Bakterien die
Aufgabe der kdrpereigenen CYP P450 Enzyme UbernehRig bestimmte Isoflavone, wie
Daidzein und Glycitein konnte bereits gezeigt weardkass sie durch die Darmflora der Ratte,
als auch des Menschens extensiv metabolisiert weienons et al. 2005; Rafii et al. 2007).
Im Gegensatz zu CYP3A und 2B1 werden die anderg@arsucthten CYP P450 Isoformen
(CYP1A1, 2C6, 2D1) entlang des gesamten Rattendaxpsmiert. Die Expressionsprofile
sind dabei Uber weite Strecken des Darms gleichgnéfid nur an den jeweiligen Enden des
Darms (Duodenum bzw. Colon) treten Expressionswi@mgen auf, wobei vor allem im
Colon CYP2C6 und 2D1 ansteigen. Der Expressionswedieser Enzyme unterstitzt die
Theorie der metabolisierenden Darmflora nicht direkeht aber auch nicht im Widerspruch
mit ihr, weil diese Enzyme durchaus Reaktionen lgataren kénnen, die von der Darmflora
nicht Gbernommen werden konnen. Bisher hat keinader@n Arbeitsgruppe die
Proteinexpressionsprofile von CYP1A1, 2C6 und 2Dflamg des Rattendarms untersucht.
Auf funktioneller Ebene, tUber den Abbau von Eth@sgarufin, zeigte Takemoto et al. eine
abnehmende CYP1A1l Aktivitdt entlang des Dinndarers Ratte (Takemoto et al. 2003).
Dies steht im Gegensatz zum gleichmaRigen CYPlAdrdssionsprofil dieser Arbeit und
kann eher mit den Expressionsprofilen von CYP3A BBd dieser Arbeit verglichen werden
(siehe Abbildung 11). Ethoxyresorufin ist allerdsngicht nur CYP1A1l-Substrat, sondern
auch CYP2B1-Substrat, wie Kobayashi et al. anhad cDNA exprimierten CYPs zeigen
konnte (Kobayashi et al. 2002). Somit bildet ddestinale Ethoxyresorufin-Metabolismus
nicht nur die CYP1A1 Funktion, sondern auch die @BP Funktion ab. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde jedoch mittels quantitativen WesteriotBfestgestellt, dass CYP2B1 das
Hauptenzym der CYP P450 Familie im proximalen Darmdarstellt (65 %,
350 fmol/mg Gesamtprotein). Daher spiegelt der stme@le Metabolismus von
Ethoxyresorufin eher die CYP2B1 Funktion wiedersveaich gut mit dem in dieser Arbeit
gezeigten CYP2B1 Expressionsprofil Ubereinstimmemde. CYP3A stellt im proximalen
Rattendarm mit einem Anteil von ca. 27 % an dera@d#bkeit der untersuchten CYP P450
Summe das zweite Hauptenzym der CYP P450 Famitiewdehrend CYP2C6 (ca.7 %) und
2D1 (ca. 1 %) dort nur untergeordnete Rollen spieltn den distalen Darmregionen
(leum/Colon), in denen kein CYP2B1 und 3A exprimiavird, stellt CYP2D1 mit
ca. 60 fmol/mg Protein die grof3te Fraktion (88 %Wdhrend CYP2C6 mit 12 % auch wieder
nur eine untergeordnete Rolle spielt und es fradiglist, ob diese Mengen ausreichen um

fir den metabolischen Abbau von Arzneistoffkandidaklevant zu sein.

80



DISKUSSION

Einen Unterschied im Expressionsverlauf und in desoluten CYP P450 Mengen zwischen
weiblichen Ratten und maénnlichen Ratten konnte ahrRen dieser Doktorarbeit nicht
festgestellt werden (Mitschke et al. 2008). Andseds wurden in der Literatur
Expressionsunterschiede auf mMRNA bzw. auf Protenelitr eine Reihe von Isoformen der
CYP3A Familie beschrieben. So wurde auf mMRNA-Eb&n&3A9 in der Leber und im
Darm in héheren Mengen in mannlichen Tieren gefandeihrend CYP3A18 nur in der
Leber in hdheren Mengen auftrat (Matsubara et @42 Jan et al. 2006). Auf funktioneller
Ebene konnte jedoch Johnson et al., anhand d&2Y&®3A spezifischen 63-Hydroxylierung
von Testosteron, im Darm keine Geschlechtspezifitdobachten, was mit den
Expressionsergebnissen der hier vorliegenden Akioeitliert (Johnson et al. 2000).

Im Vergleich zu anderen Organen enthélt der obeaemDmengenmallig ungefahr genauso
viel CYP3A wie die Niere, wahrend die Lunge und detere Darm nur ungefahr halb so viel
CYP3A exprimieren. Die Niere stellt, wie die Lebem Eliminationsorgan dar und kann mit
Hilfe der dort exprimierten CYP P450 Enzyme unpel&rzneistoffe in polare umwandeln
und somit Uber den Harn ausscheiden. Die Lungegdegstellt wie der Darm eine Barriere
fur aus der Umwelt aufgenommene Arzneistoffe dad werhindert deren systemische
Verteilung. Wie der Darm exprimieren auch Lunge uNére verschiedene CYP3A
Isoformen, wie bereits mehrere Arbeitsgruppen al®NA- und Protein-Ebene zeigen
konnten. CYP3A18 wird demnach sowohl in der Lungis, auch in der Niere exprimiert,
wahrend CYP3A9 nur in der Lunge nachweisbar isttéMibara et al. 2004). Im Vergleich zu
den gerade genannten Organen enthalt jedoch dieerLelie groliten CYP P450
Proteinmengen. Im Leberhomogenat trat ein 13fadter@@CYP P450 Gesamtproteinsumme,
als in einem vergleichbar praparierten Homogena peoximalen Darms (Duodenum
/Jejunum) auf. Die Leber zeigt zudem auch eine gardere CYP P450 Zusammensetzung,
als der Darm (siehe Abbildung 29). Wahrend CYP2@@8 AD1, im Gegensatz zu CYP3A
und 2B1, im Darm eine eher untergeordnete Rollelepj stellen in der Leber alle
untersuchten CYP P450 Isoformen gleichgrof3e Fra&tio Die CYP2C6 Enzyme bilden
dabei in der Leber der Ratte mit ca. 32 % knapp gii#dte Fraktion. Diese CYP P450
Verteilung ist nur teilweise in Ubereinstimmung mdién Ergebnissen von Yan et al., der
CYP2C (65 %) und 3A2 (14.6 %) als grofdte Fraktiomemepatischen Rattenmikrosomen
nachwies, jedoch nur geringe Mengen von CYP2B1 %d).9and (Yan und Caldwell 2001).
Es gibt mehrere Erklarungsmaoglichkeiten, warum amal andere Anteile fur CYP3A und
2C an der CYP P450 Verteilung der Leber fand, elsim Rahmen dieser Arbeit beobachtet.
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(1) Mehrere Gruppen konnten bereits zeigen, dasB322 nicht im Darm exprimiert wird.
Daher kann man davon ausgehen, dass dies in delvaoret al. verwendeten Methodik
begrindet liegt. Mdglicherweise waren die fur dietéktion gewahlten CYP3A2 Primer nicht
spezifisch genug fur diese Isoform, sondern zeigirh Kreuzreaktivitat mit einer anderen,
damals noch unbekannten CYP 3A Isoform.

(2) Die CYP P450 Verteilung von Yan et al. fassie Bxpression aller CYP2C Isoformen
(CYP2C6, 2C11-13) zusammen, wahrend die Verteildags, die im Rahmen dieser

Doktorarbeit erhnoben wurden, nur CYP2C6 darstellen.

(3) Yan et al. vernachlassigte die Expression voiiPZD1 in der Leber der Ratte, welches
jedoch im Rahmen der hier vorliegenden Studienreiasteil von 25 % an der absoluten
CYP P450 Gesamtmenge der Leber ausmacht.

Diese Punkte konnen jedoch nicht den geringen CYPZR.9 %) Anteil an der
Gesamtsumme der CYP P450 Enzyme in der Arbeit van &t al Arbeit, im Vergleich zu
den im Rahmen dieser Doktorarbeit erhobenen Ergebr(CYP2B1: 23 %) erklaren. Diesen
Unterschied konnte, laut Stott et al., auf der Msrdung von unterschiedlichen
Rattenstammen bzw. der unterschiedlichen Zusamreemgeder Nahrung beruhen. Stott et
al. zeigte das die Aktivitat von verschiedenen P4%0 Isoformen zwischen den
Rattenstimmen CDF (Fischer 344)/CrIBR and Crl:CD)BR unterschiedlich ausfielen, und
verschiedene Nahrungszusatze bzw. Fitterungswersenunterschiedlichen CYP P450
Aktivitaten fuhrten (Stott et al. 2004). Die im Raén der hier vorliegenden Arbeit
dargestellte Verteilung der CYP P450 Isoformen berlleinig auf der Summe der durch
Antikorper detektierbaren CYP P450 Mengen. Neben der untersuchten CYP P450
Isoformen kénnen jedoch auch noch weitere IsoformmerDarm vorhanden sein, fur die
leider keine Detektionswerkzeuge, d.h. spezifiséimtikorper existieren. Diese weiteren,
nicht detektierbaren Isoformen kdnnten durchaushaie beschriebene CYP P450 Verteilung
des Darms und der Leber deutlich beeinflussen. @oevunter anderem die Expression von
CYP2J3 und anderen Mitgliedern der CYP2D Familie rarm bereits nachgewiesen,
konnten aber aufgrund fehlender Antikdrper in dett® in dieser Arbeit nicht analysiert
werden (Zeldin et al. 1997; Hiroi et al. 1998).dr@ssanterweise wurde fir den Darm und die
Leber des Menschens eine ganzlich andere Zusamtmengeder CYP P450 Enzyme
beschrieben. Wie schon in der Einleitung erwahia/tsCYP3A im Menschen die grof3te
Fraktion, sowohl in der Leber (40 %), als auch iarid (82 %) dar.
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Abbildung 29: CYP P450 Zusammensetzung im JejununColon und in der Leber der Ratte.
Die Daten wurden mittels quantitativen Western Blanittelt und stellen eine Zusammenfassung vorellab
dar.

Die CYP2C Familie repréasentiert dabei in beiden @@en die zweitstarkste CYP P450
Fraktion, wahrend CYP2D6 und 2B6 mengenmaf3ig noe eintergeordnete Rolle in der
Leber spielen und CYP2B6 im Darm Uberhaupt nichtriexiert wird. Die unterschiedliche
CYP P450 Zusammensetzung zwischen den Spezies kaah unterschiedliche
Nahrungsquellen zuriickgefuhrt werden. So produzierd8. Pflanzen eine Vielzahl von
toxischen Substanzen, die fur ihren eigenen Enstgffevechsel bedeutungslos sind, aber
andere Lebewesen hindern sollen sie zu verzehnafddfte). Pflanzen verzehrende Tiere
entwickelten daraufhin Schutzmechanismen, z.B.etsitCYP P450 Enzyme, um sich vor
diesen toxischen Substanzen zu schitzen. JedeeSgesi somit ihr eigenes CYP P450 Set
optimiert, um diese Giftstoffe ihrer Umgebung ur@tiich zu machen (Lewis et al. 1998;
Aktories et al. 2005). Die CYP P450 Enzyme zeigahai eine so hohe Substratbreite, dass
sie auch viele der heute verfugbaren Arzneistofé¢atmolisieren. Zu den Unterschieden in der
CYP P450 Zusammensetzung zwischen den Spezies k@ufddrdem noch, das gleiche
CYP P450 Familien nicht immer die gleiche Reaktioreiner anderen Spezie katalysieren
(Guengerich 1997; da Fonseca et al. 2007). So avBdCoffein in der Ratte durch CYP1A2
hydroxyliert, wahrend das gleiche Enzym im Mensc@eifein demethyliert (Kot und Daniel
2008). Dabei neigen einige Enzymfamilien eher zuezBgsunterschieden als andere
CYP P450 Familien. Die Isoformen der CYP2D Fami{aalysieren in Mensch und Ratte
weitesgehend gleiche Reaktionen, wahrend CYP3A&tgate im Menschen héaufig durch
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andere Familien metabolisiert werden, als in deteR&o werden Nifedipine und Lidocaine
im Menschen durch CYP3A4 metabolisiert, aber in Ratte durch Mitglieder der CYP2C
Familie (Nedelcheva und Gut 1994).

CYP P450 Expression in den einzelnen Enterozytamptpnen

Wie schon in der Einleitung erwahnt, setzt sich demwand aus mehreren Zellschichten
ausgehend vom Lumen zusammen: Mukosa, Submukosikgddumuskularis, und Serosa.
Die Mukosa selber ist wiederum in drei Bereichejt&im Krypten und Lamina Propria
gegliedert. Die Krypten stellen das proliferierertdempartiment der Mukosa dar, die das
nicht-proliferierende Kompartiment der Mukosa, di®tten, standig mit neuen Zellen
versorgt. Daher enthalten die Zotten voll ausgeraihd nicht mehr zur Teilung befahigte
Enterozyten, wahrend die Krpyten hauptsachlich tniokaturierte, noch teilungsfahige
Darmepithelzellen enthalten. Die unter der Mukosizgene Submukosa stellt das Skelett des
Darms dar, welches der Darmwand die strukturebiegritét liefert.

Um die Proteinexpression entlang des Darms zu sutben, wurden Intestinalhomogenate
angefertigt, die eine Mischung aus mehreren Zeitarler Mukosa und der Submukosa
enthielten. Damit kann keine Aussage getroffen eerdn welcher Enterozytenpopulation
die CYP P450 Enzyme lokalisiert sind und ob die arm absorbierten Nahr- und
Arzneistoffe Uberhaupt mit den Enzymen in Kontakimknen. Zur Lokalisierung der
CYP P450 Expression wurden Zellpopulationen ispliedtie fraktionsweise von der
Darmwand des Jejunums geldst wurden und jeweilsersetiedlich differenzierte
Darmepithelzellen enthielten (siehe Abschnitt 3AY3erdem wurde die Lokalisation von
CYP3A auch anhand von immunhistochemischen Methodetersucht. Sowohl im
Immunblot, als auch in der Immunhistochemie kongezeigt werden, dass CYP3A
hauptséachlich in den reifen, nicht mehr prolifezreten Enterozyten der Zotten exprimiert
wird. Die nicht-maturierten, noch teilungsfahigent&ozyten der Krypten bzw. die Zellen
der Submukosa, der Muskelschicht und der Serosgerekaum bzw. keine Expression von
CYP3A. Mittels Immunhistochemie konnte zudem diérlsite CYP3A Expression in den
Zottenspitzen lokalisiert werden. Dieses Expressimnster wurde auch schon von anderen
Arbeitsgruppen publiziert (Dubey und Singh 1988bbeet al. 1995). Auch fir CYP2B1
konnte im Immunblot eine 5fach starkere Expressiotden Zotten dargestellt werden, als im
Bereich der Krypten. Vergleichbare Ergebnisse wardereits durch andere Arbeitsgruppen
veroffentlicht (Bonkovsky et al. 1985; Rich et 4889). Da im oberen Drittel der Zotten die
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Absorption der meisten Nahr- und Arzneistoffe §itadet, ist es auch verstandlich, dass hier
die héchste Expression von CYP3A und 2B1 statttinDee Zwischenrdume der Zotten sind
verhaltnismalRig eng und die Bewegung der Flisdigledativ gering. Die Wanderung von
Arzneistoffen in Richtung Krypten nimmt daher zuelviZeit ein, in der die meisten
Arzneistoffe bereits absorbiert werden (Ryu undnGt082; Strocchi und Levitt 1993; Oliver
et al. 1998). Deswegen ist eine Anreicherung deP®%50 Enzyme an der Zottenspitze
physiologisch sinnvoll. Es existieren sogar Thegridie besagen, dass die Zotten nicht zur
OberflachenvergroBRerung der Absorptionsflache diengondern zur Maturierung der
Enterozyten und somit zur Ausbildung eines geegmé&ets an CYP P450 und Transporter-
Proteinen (Ryu und Grim 1982). CYP2C6 und 2D1 degegeigten entlang der
Zotten/Kryptenachse eine relativ gleichmallige Esgien und wurden auch entlang des
gesamten Darms relativ gleichmalig exprimiert. B®lEXpressionsmuster konnte die
Arbeitsgruppen von Zeldin et al. auch fur CYP2JZhinmanen und murinen Darm darstellen
(Zeldin et al. 1997). CYP2J2 wird dabei nicht narden absorptiven Zellen des Darms
exprimiert, sondern auch in anderen Zellen der Makond Submukosa. Dieses ubiquitare
Expressionsverhalten im Darm erklart sich durch Hienktion der CYP P450 Isoform.
CYP2J2 ist nicht am Metabolismus von Arzneistoffeateiligt, sondern metabolisiert
endogene Stoffe, wie beispielsweise Arachidonsddabei entstehen deren Epoxide, die an
der Regulation der Darmmotilitéat, an der Freisetguan intestinale Neuropetiden und an der
Modulierung von intestinalen Elektrolyttransportbateiligt sind (Zeldin et al. 1997). Da
CYP2C6 und 2D1 im Darm einen ahnlichen Expressieriauf zeigen wie CYP2J2 und im
Vergleich zu CYP3A und 2B1 im Darm sehr gering é@xyert sind, ware auch eine
Beteiligung dieser Enzyme an eher endogenen Przeats am Abbau von Arzneistoffen
denkbar.

Kooperativitat der CYP P450 Proteine mit ABC-Tramsern

Die Expression der CYP P450 Enzyme im Kdorper find®tallem an Eintrittspforten in den
systemischen Blutkreislauf statt. Daher sind dieP450 Proteine vor allem fir die
Degradation von giftigen Substanzen aus der Umwuealantwortlich. Im Darm zeigen vor
allem die Enzyme, die am starksten exprimiert werdeYP2B1 und 3A, ihre hochste
Expression in den Zottenspitzen des Duodenums/ob&egunums und somit da wo die
meisten oral aufgenommen Stoffe absorbiert werDenMengen an CYP P450 Enzymen des

Darm sind vergleichbar mit denen der Niere und getinger als in der Leber. Nach der
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Theorie von Benet et al. ware eine geringere Exjiwasvon CYP P450 Enzymen im Darm
dahingegen vernachlassigbar, wenn die CYP P450r&@mapit dem im Darm exprimierten

Efflux-Transportern kooperieren (siehe Abbildung 6)

In denselben Intestinalhomogenaten, in denen iniRahdieser Doktorarbeit die CYP P450
Expressionsprofile analysiert wurden, wurde auah Eroteinexpression mehrerer Efflux-
Transporter (Pgp, Bcrp und mrp2) untersucht. DieprEssion der untersuchten

Tranportproteine verhielt sich mitunter gegenséltzliWwahrend die mrp2 Expression entlang
des Rattendarms deutlich abnahm, verstarkte sieh Eipression von Bcrp und Pgp
(MacLean et al. 2008). Nach Benets et al. Theodenke somit Pgp/Bcrp die Menge an
Arzneistoff in der Zelle, die den CYP P450 Enzynzein Verfigung gestellt wird, regulieren,

in dem sie die Arzneistoffe aus der Zelle zurick lbnmen transportieren. Die transportierte
Substanz kann erneut von den Enterozyten aufgenamweeden und anschliel3end wieder
den CYP P450 Enzymen zur Verfugung stehen (Cummiiregl. 2002; Benet et al. 2004).

Dabei reicht in den Regionen mit hoheren CYP P45@&ndén eine geringere

Transporterexpression aus, um die Sattigung deyr&@zu regulieren, als in den Regionen

in denen kaum CYP P450 Enzyme vorhanden sind.

Expression von weiteren Phase-I/-1I-Enzymen entldes Darms

Die schon intensiv diskutierte CYP P450 Superfamidit zwar fir den Metabolismus von
Arzneistoffen von zentraler Bedeutung, allerdingsagen eine ganze Reihe anderer Enzyme
der Phase-l/-Il (siehe Einleitung 1.2) dartber lfiuf Vergessenheit, die ebenfalls im Darm
exprimiert werden und einen Einfluss auf die Absiorpvon Arzneistoffen austiben kénnen.
So werden viele steroidale Arzneistoffe im Darm citurdie Phase-I-Enzymgruppe der
Aldoketoreduktasen, wie 173-HSD2 metabolisiert, i@l Raloxifen, Propranolol, Morphin
und Ezetimibe Beispiele fir Substanzen sind, dieDianm Glucuronidierungen unterliegen
(Ritter 2007). Ezetimibe zeigte im Darm der Rattéhdn Absorptionsraten (95 %), jedoch
nicht von der Muttersubstanz, sondern vom gluculienien Metabolit (van Heek et al. 2000).
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde daher die Esgio@ von zwei weiteren metabolischen
Enzymen 17R-HSD2 und UGT entlang des Darms der lchen Ratte untersucht. Es zeigte
sich, dass 17R-HSD2 am starksten im Duodenum umzl giaeren Jejunum exprimiert wurde.
Danach wurde die Expression ein wenig schwachehlieb aber entlang des restlichen
Dunndarms auf einem relativ gleichmaRigen Leveh E&nstieg im Dickdarm konnte nur in

einem von zwei Tieren dargestellt werden, weshalas dErgebnis nur bedingt
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Allgemeingultigkeit hat. 17R3-HSD2 wurde neben dewrat&darm auch im humanen und
murinen Darm nachgewiesen, jedoch wurde bisher kerchProteinexpressionsprofil entlang
des Darms verdffentlicht (Mustonen et al. 1998;&eal. 2001). Allerdings konnte in dieser
Arbeit mittels funktioneller Untersuchungen im ,Eiexl Sacs” Modell die Proteinexpression
von 17R3-HSD2 nicht verifiziert werden. Die Aktivitédargestellt anhand des Abbau von
Testosteron zu Androstenedion, nahm entlang desndEims stark ab, was mit bereits
publizierten Daten ubereinstimmt (van de Kerkho&let2005). Es ist also anzunehmen, dass
das im Immunblot detektierte Signal auf eine Kreaktivitdt des Antikdrpers
zurtckzufihren ist. Ein mdoglicher Kandidat ware elakdl1R-HSD2, das ebenfalls
nachweislich im Darm exprimiert wird und 45 % Idé&ittin der Aminoséduresequenz mit 1703-
HSD2 aufweist (Baker 1998; Takahashi et al. 1998)

Von 17R-HSD existieren im Korper mehrere unterstlitke Isoformen. Wahrend das hier
untersuchte 173-HSD2 ausschlief3lich durch OxidaBeschlechtshormone in ihre inaktiven
Ketoformen umwandelt, aktiviert sein Gegenpartré-HSD1 die selben Hormone durch die
reduktive Rickreaktion. Welche der Isoformen ineeinOrgan dominant exprimiert wird,
hangt davon ab, ob dieses Organ die Hormone aktiwger inaktiviert. Im Darm der Ratte
und des Menschen wird ausschlieBlich 173-HSD2 exeri, wodurch der Darm als
Hormoninaktivator betrachtet wird (Miettinen et &al996). Aul3erdem zeigten mehrere
Arbeitsgruppen, dass die Expression von 17R3-HSD@remn der Zotten im Darm der Maus
und des Menschen zunimmt (Mustonen et al. 1998jiéingt al. 2000; Sano et al. 2001).
Somit liegt 17R-HSD2 im Cytosol der absorbierendEnterozyten vor und soll
wahrscheinlich den Organismen vor in der Nahrundgindkchen oder vor bakteriell
produzierten Steroiden schitzen (Sano et al. 2A0R-HSD2 wird zumindest im Darm der
Maus konstitutiv exprimiert und zeigt auch keineeBdélussung vom Steroidgehalt im Blut,
was die Theorie des Abbaus von korperfremden Stemoweiter stiitzt (Mustonen et al.
1998). Sano et al. verglich zudem das Expressiosgmnuvon 17(3-HSD2 mit dem
Expressionsmuster von 113-HSD2, welches Cortisoinaktive Cortison umwandelt und hat
ein dhnliches Expressionsmuster entlang des medsehl Darms feststellen kénnen. 1113-
HSD2 wird im menschlichen Darm eine Rolle bei dewmtviicklung und Reifung der
Epithelzellen im Colon zugesprochen (Takahashl.et@98). Daraus schloss Sano et al., das
unter Umstanden auch 173-HSD2 an der EntwicklurdyReifung des Darms beteiligt sein
konnte (Sano et al. 2001). Diese Theorie ging &rajlish et al. nach, weil er 173-HSD2 und
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4 auch in geringen Mengen in den Krypten des mdicbeim Darms nachweisen konnte
(English et al. 2000).

UGT zeigte in dieser Arbeit einen ganz ahnlichepréssionsverlauf im Darm der Ratte wie
17B3-HSD2. Es zeigte ebenfalls im oberen Duodenuen hdichste Expression, die sich
anschlieBend etwas vermindert und ansonsten relighmagig entlang des Darms verlief.
Mit den funktionellen Untersuchungen im ,EvertedcS#odell (Glucuronidierung von
Testosteron) konnten, wie schon fur 173-HSD2, digréssionsdaten von UGT nicht
verifiziert werden. Die Glucuronidierung von Tegtyen nimmt entlang des Darms stark ab,
wobei im unteren Jejunum kein Glucuronid von Test@s mehr nachweisbar ist. Da, der fur
die Western Blot Analysen verwendete Anti-UGT Adter nicht isoformspezifisch ist,
kann auch hier vermutet werden, dass mehrere UGdflmen detektiert wurden. Es konnte
bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werdiss mehrere UGT-Isoformen der
Familien UGT1 und 2 mit unterschiedlichen Expressiegrhalten entlang des Darms
existieren. Laut Grams et al. bzw. Kobayashi etimdl UGT1A6 bzw. UGT1A7 auf mRNA-
Ebene die dominierenden Isoformen im Rattendarmbéiyashi et al. 1998; Grams et al.
2000; Galetin und Houston 2006). Beide Isoformendsim Duodenum am Starksten
exprimiert und zeigen einen relativ gleichmaRigesl&uf entlang des restlichen Dinndarms.
Im Dickdarm sinkt die Expression der UGT1A7 mRNAeder ab, wahrend fur die
Expression der UGT1A6 mRNA zum Rektum hin wieden asichwacher Anstieg zu
beobachten ist. Das publizierte mMRNA-Expressionpvaim Duodenum bis zum lleum sieht
somit vergleichbar zu den in dieser Arbeit erbraohProteindaten aus. Allerdings gibt es
keine Ubereinstimmung mit den funktionellen Ergssen. Daraus kénnte man schliel3en,
dass Testosteron nicht Uber die im Darm dominakt&i Isoformen UGT1A6 und 1A7
metabolisiert wird, sondern Uber andere IsoforniRaters et al. zeigte zudem, dass die UGT
Expression in den Zottenspitzen am hdchsten atusfidgl Dubey et al. wies nach, dass sich
auch dort die grof3te UGT Aktivitat befindet (Petetsal. 1987; Dubey und Singh 1988).
Zudem konnte von Dubey et al. gezeigt werden, desiduktion von UGT bzw. CYP P450
am Starksten in den Krypten ausfallt. Aufgrund kierzen Lebensdauer der Enterozyten von
nur 2-3 Tagen ist dieses Induktionsverhalten dwslsannvoll. Damit ist sicher gestellt, dass
die maturierten Enterozyten ausreichende Mengdanaym zur Verfigung haben oder aber,
dass die Zellen der Krypten in der Lage sind simhgiftigen Stoffen zu schitzen.

Es hat sich gezeigt, dass Phase-lI-Enzyme (CYP PYB®HSD2) und Phase-ll-Enzyme

(UGT) von den gleichen Zellen exprimiert werdergighe Expressionsmuster entlang der
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Zotten/Krypten Achse aufweisen und dort am Starksbeprimiert werden, wo die meisten
N&hr- und Arzneistoffe aus dem Darmlumen absorkierden, ndmlich an der Zottenspitze.
Diese Phase-Il/ll-Enzyme zusammen sind fur ¢émst pass Metabolismus“des Darms
verantwortlich, der die Bioverfligbarkeit einer ganzReihe von Substanzen erheblich

beeinflussen kann.

Modellentwicklung zur Darstellung der metabolisciddivitdt im Rattendarm

In der pharmazeutischen Industrie werden mikroserkahktionen der Leber oder des Darms
routinemaRig eingesetzt, um die metabolische S#bivon Arzneistoffkandidaten zu
untersuchen. Die Verwendung von Mikrosomen hat ¢gadalen Nachteil, dass nur
endoplasmatisch gebundene Enzyme in den Mikrosoemgimalten sind und, dass fur die
metabolische Aktivitat ein kinstliches Energiesgsteur Verfigung gestellt werden muss.
Daher kommen in neuester Zeit auch immer haufigengre Hepatozytenkulturen zum
Einsatz, um den vollstandigen und mdglichst phggjigichen Metabolismus der Leber
abzubilden. Fur den Darm existieren solchen Zd#ismnen bisher nicht. Zu dem zeigen
besonders intestinale Mikrosomen starke Schwankuriger Aktivitat in Abhangigkeit von
der Aufarbeitung und Lagerdauer. Aufgrund der hoKenzentration an Verdauungsenzyme
im Darm sind sie zudem besonders gefahrdet wahdemdisolation und ihrer Lagerung
degradiert zu werden, was eine Verringerung der €480 Aktivitat zur Folge hat (Emoto et
al. 2000; Mohri und Uesawa 2001; Takemoto et aD32@Bruyere et al. 2009). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden daher zwei alternative Zellelt zur Messung des intestinalen
Metabolismus ausgetestet: 1) Enterozytenkultured 2)n die bereits erwahnten ,Everted
Sacs”. Der metabolische Assay mit dem Enterozyteatéd wurde Uber den Testosteron-
Metabolismus optimiert, wobei verschiedene Zelbdsohen, Zellzahlen und Puffersysteme
ausgetestet wurden. Des Weiteren zeigten die Expete, dass die Zellen am Anfang der
Methodenentwicklung haufig stark variierende meligbbe Aktivitdten aufwiesen, d.h.
manche Zellisolationen fuhrten zu hohen metabofiscimsatzen, wahrend andere vollig
inaktiv waren. Es ist bekannt, dass Enterozytenemg sehr kurze Lebensdauer haben, da sie
relativ schnell die Apoptose einleiten. Allerdinigs nicht klar, ob die Zellen erst apoptotisch
werden und dann ans Lumen abgegeben werden, odedepbVorgang andersherum
stattfindet. Es gibt Untersuchungen, die beschreibdass die Zellen in die Apoptose
eintreten, sobald sie ihren Kontakt zur extrazétehm Matrix Gber f3Integrine verlieren.

Dieser Prozess wird in der Literatur alsnpikis' bezeichnet und fuhrt bereits drei Stunden
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nach der Zellisolation zum Zelltod (Meredith et #093; Frisch und Francis 1994; Strater et
al. 1996). Aufgrund dessen wurde die Caspaseaktivih den isolierten Zellen als
Apoptosemarker herangezogen. Es zeigte sich, dassAdsmald der Apoptose durch die
Caspaseaktivitat reflektiert wurde und mit dem AaBmder metabolischen Aktivitat
einherging, d.h. je hoéher die Caspaseaktivitat ielistiesto geringer die metabolische
Aktivitdt der Zellen undvice versa Daher wurde der ,Interleukin-Converting-Enzyme*-
Inhibitor-1 dem metabolischen Assay zugesetzt,dierApoptose der Zellen irreversible und
nahezu komplett unterband. In Gegenwart diesedibohs wurden stabile Abbauraten von
Testosteron erzielt.

Fur die Charakterisierung der metabolischen Aldiviier Enterozyten wurde ein Test-Set
ausgewahlt, welches Dextromethorphan (DEX), Midazo(MDZ), Bupropion (BUPR) und
Testosteron (TESTO) enthielt. Von diesen Substr&eibekannt, dass sie von einem oder
mehreren Enzymen der Phase-l oder -l metabolisientden. Der TESTO-Metabolismus
wird Uber sehr viele Enzyme katalysiert, woraus bneites Spektrum an Metaboliten
hervorgehen kann. Im Rahmen der hier vorliegendevkt@arbeit konnte mit der
Enterozytenisolation jedoch nur Androstenedion gaehesen werden, dass hauptsachlich
durch 173-HSD2, CYP2B1 und 3A entsteht. Wahrend&X drei Metabolite bekannt sind,
die durch die Einwirkung verschiedener CYP P45@olsnen entstehen kdnnen, konnten in
den Enterozyten nur der CYP3A Metabolit 3-Methoxypionan (3-MM) dargestellt werden.
Die erwarteten Metaboliten von MDZ und BUPR konntiagegen beide im Enterozyten-
Modell nachgewiesen werden. Trotz der starken nofitadien Aktivitat der priméren
Rattenenterozyten taten sich auch einige NachaefleDie Zellisolation nimmt zu viel Zeit in
Anspruch, in der die Zellen bereits apoptotischdear Daher ist auch die Isolation von
Zellen aus verschiedenen Darmregionen erheblichchewsxt. Trotz Zugabe des
Apoptoseinhibitors scheint die CYP P450 Aktivitdtht vollig stabil zu sein. So gab es
immer wieder experimentelle Ansatze, die trotz ngegin Caspasewert und gutem TESTO-
Abbau, keine metabolische Aktivitat gegentiber dedesen Substanzen, DEX, MDZ und
BUPR zeigten, bzw. nur sehr geringe Mengen an Mditab produzierten. Eine Erklarung
konnte sein, dass durch die Isolation der Zelleea @iYP P450 Enzyme und/oder die
Energieversorgung der Zellen beeinflusst wird, assddie metabolische Aktivitat der Zellen
beeintrachtigt ist. Enterozyten sind sehr empfoiddi Zellen, die wie oben schon erwéhnt,
durch eine Vereinzelung der Zellen schnell in Ajpgpt gehen (Meredith et al. 1993; Frisch
und Francis 1994; Strater et al. 1996).
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Daher wurde eine zusatzliche Zellmodell zur Dahste des intestinalen Metabolismus
angewendet, das deutlich starker die physiologisBheation widerspiegelt, als isolierte
Enterozyten: das ,Everted Sac“-Modell. Wie ber@taahnt, handelt es sich bei ,Everted
Sacs" um umgestilpte und mit Puffer gefiilite Dargnsente, die Uber einen bestimmten
Zeitraum mit den Test-Substanzen inkubiert werdih.dieser Methodik wurde das gleiche
Test-Set getestet, das auch schon in den metatetistssays des Enterozyten-Modells zum
Einsatz kam. Der metabolischen Assay mit dem ,E¢erBac’ Modell zeichnet sich
gegenuber dem der Enterozyten durch mehrere Vedes:

(1) Die Substrate werden reproduzierbar abgebaut.

(2) Mehrere Darmregionen kénnen in einem Experins@tg¢rsucht werden.

(3) Die Ergebnisse dieses metabolischen Assays ekbreicht auf den gesamten Darm
skaliert und damit,First Pass' in vivo Clearances fur die Test-Substanzen im Darm
berechnet werden.

(4) Das Permeationsverhalten der Substrate und Odiia Uber die Darmwand kann

zuséatzlich untersucht werden.

Vergleichbarkeit der kinetischen Parameter der-Begtstanzen beider Zellmodelle

Beide Zellmodelle, ,Everted Sacs" und primare Eodgten, lieferten im metabolischen
Assay vergleichbare metabolische Initialgeschwikeliign aller Test-Substanzen. Allerdings
sind die Initialgeschwindigkeiten der Metabolitetstehung im metabolischen Assay mittels
Enterozyten-Modell, besonders im Falle von 1-Hygroidazolam (10OH-MDZ) viel geringer
(36fach), als im vergleichbaren ,Everted Sac" MadBie Initialgeschwindigkeit der 10OH-
MDZ Entstehung liegt im metabolischen Assay mit dgBwverted Sac” Modell bei
2.9 pmol/min/mg Enterozyten-Protein (E-Protein). tt®ls Darmscheiben ,Slices” hat
Martignoni et al. fir die Entstehung von 10H-MDZ Kéevon 11 pmol/min/mg Protein
ermittelt, ~wahrend die  Geschwindigkeit in intestema Mikrosomen  bei

4 pmol/min/mg Protein lag (Martignoni et al. 2006lpiese Werte liegen damit in
vergleichbaren GréRenordnungen mit hier im Rahmesed Doktorarbeit ermittelten Daten.
Die im Vergleich dazu geringe Geschwindigkeit d&HMDZ Entstehung im metabolischen
Assay mit dem Enterozyten-Modell kann darin begdinggen, dass dort 10H-MDZ einem
weiteren Metabolismus unterliegt oder, dass CYR3Aen primaren Enterozyten, durch die
Apoptoseeinleitung degradiert wurde. Auch in inteden Mikrosomen wurde bei Gefrier-

/Auftauzyklen beobachtet, dass die CYP3A Aktiviahneller nachlasst, als die der anderen
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Enzyme (Mohri und Uesawa 2001; Takemoto et al. 20D8swegen ist es durchaus denkbar,
das CYP3A sehr viel empfindlicher auf die Vitalitder Zellen reagiert, als die anderen
Enzyme. Die metabolischen Ansatze mit dem ,EveSad“ Modell lieferte aul3erdem fur
TESTO eine ganze Reihe von Metaboliten, die im bwischen Assay mit Enterozyten nicht
darzustellen sind. Dies liegt allerdings auch ini®benaufarbeitung von TESTO und seinen
Metaboliten begrindet. Die ,Everted Sac* Proben vidiBSTO wurden mit Ethylacetat
extrahiert und dadurch von Matrixverunreinigungeesaubert und aufkonzentriert, um
Substanz auch noch im inneren der Sacs (serosalepattiment), darzustellen. Auf diese
Weise konnten neben Androstenedion noch drei veelgtaboliten Testosteron-Glucuronid
(TESTO-GLUC), 16R-Hydroxytestosteron (16R0OH-TESTONd 63-Hydroxytestosteron
(6ROH-TESTO) identifiziert werden, wobei fur die BOESTO-Metabolite CYP2B1 und
3A verantwortlich sind. Durch CYP P450 Inhibitiomssuche mit Aminobenzotriazol (ABT)
konnte gezeigt werden, dass Androstenedion haupisiciber die Aktivitat von 17R3-HSD2
transformiert wird und CYP P450 Enzyme nur zum rggegn Anteil beteiligt sind. Auf der
anderen Seite wurde die Entstehung der anderenbbla& mittels ABT fast vollstandig
gehemmt, was daraufhin hinweist, dass diese Matabauf die Aktivitat von CYP P450
Enzymen zurtickzufihren ist. Die grof3te Initialgesgiclligkeit zeigte, wie bereits erwahnt,
Androstenedion (56.3 pmol/min/mg ,Everted Sac“-Bnot (ES-Protein)), gefolgt von
TESTO-GLUC, 16ROH-TESTO und 6RBOH-TESTO. Martignaeti al. wies ebenfalls
Androstenedion (126 pmol/min/mg Protein) als Hauwgtbolit von TESTO in
Organschnitten ,Slices* nach, jedoch entstand asein 6ROH-TESTO mit nur geringflgig
langsamerer Geschwindigkeit (100 pmol/min/mg Pmteivas ca. 100fach tber der von uns
detektierten Geschwindigkeit liegt (Martignoni dt 2006). Die Organschnitte, die in der
Arbeit von Martignoni et al. verwendet wurden, wamnd mit einem zusatzlichen
Energiesystem inkubiert, dass die Aktivitat der G450 Enzyme beeinflussen kénnte.
16ROH-TESTO, ein Substrat von CYP2B1, entstand gedanit vergleichbaren
Geschwindigkeiten in beiden Experimenten, was gefiermTheorie der Beeinflussung durch
ein zusatzliches Energiesystem spricht. Dies kodateit erklart werden, dass 6ROH-TESTO
einem weiteren intestinalen Metabolismusschrittiém ,Everted Sacs” unterliegt und somit
kontinuierlich weiter metabolisiert wird. Moglicheeise ist die Aktivitat dieses zusatzlichen
Enzyms abhéngig vom Zustand des Gewebes, wodueddaten von Martignoni et al. erklart
werden konnten. Es konnte auch sein, dass die #&tikb mit einem zusatzlichen

Energiesystem in der Arbeit von Martignoni et dig Reaktionsrichtung der 6BOH-TESTO
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Metabolisierung verschoben hat. Ersteres wird dggen unterstitzt, dass die Organschnitte
in der Arbeit von Martignoni et al. mittels heil3&garose eingegossen wurden, was durchaus
zu irreversiblen Konformationsveranderungen vonyaren fihren kann.

Interessanterweise, liefern die hier angewende&dimadelle zur Darstellung des intestinalen
Metabolismus  hodhere Initalgeschwindigkeiten  des sBatabbaus, als der
Metabolitenentstehung. Im Falle von TESTO entspricie Summe aller Initial-
geschwindigkeiten der detektierten Metabolite nuarcec der Haélfte der detektierten
Initialgeschwindigkeit des Substratabbaus. Im Fdike anderen Substrate sind sogar noch
gréRere Unterschiede der jeweiligen Geschwindigkeiterrechnet worden. Diese
Unterschiede konnen nur dadurch erklart werdens a¢adweder die Metabolite weiteren
Abbauschritten unterliegen und/oder die Substratetmur in die untersuchten Metabolite
umgewandelt werden.

Fur die erste Annahme spricht, dass im metaboliscB®periment mittels primarer
Enterozyten Androstenedion Uber einen Zeitraum %Ommin kontinuierlich an Menge
zunimmt, jedoch bei noch langerer Inkubationszagder abnimmt (Daten nicht gezeigt).
Dies deutet daraufhin, dass durch den auftreten8estratmangel (TESTO oder
Energiedquivalent) nicht genug Androstenedion nabldet werden kann, aber andererseits
Androstenedion selber kontinuierlich weiter metabeft wird. Es gibt Literaturquellen die
den Metabolismus von Androstenedion bzw. auch 10BEMzu ihren Glucuronid-
Metaboliten und weiteren Metaboliten beschreibem.Halle von 10H-MDZ gibt es diese
Daten nur fur die humane Leber, allerdings weil3 ,ndass das verantwortliche UGT auch im
Darm exprimiert wird (Kreek et al. 1963; Chung udffey 1977; Raju et al. 1978; Klieber
et al. 2008; Zhu et al. 2008). Auch die zweite Amma, dass noch mehr Metabolite, als die
hier Aufgefuhrten im Darm entstehen, kann man mieraturquellen belegen. So kann
TESTO noch zu einer ganzen Reihe anderer Metapuoligez.B. 2R0H-, 160H- und 6 OH-
TESTO metabolisiert werden, wéhrend fir MDZ auck Hiydroxylierung am C4 fir den
Darm bekannt ist (Sohlenius-Sternbeck und Orzeckio@4; Martignoni et al. 2006).
Zusatzlich zu den Initialgeschwindigkeiten wurdem Rahmen dieser Doktorarbeit auch die
kinetischen Parameter des TESTO-Metabolismus waitezrsucht. Der ermittelte KWert
des TESTO-Abbaus liegt im Darm bei ca. 25 uM. Inr dateratur existieren nur
Vergleichswerte fur den Darm des Menschen. Diestemit ca. 55 uM ungefahr doppelt so
hoch, wie der im Rahmen dieser Doktorarbeit ertbgtté-Wert (Galetin und Houston
2006). Wenn man den TESTO-Abbau auf seine untedlibihen metabolischen Abbauwege
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herunter bricht, kann man zeigen, dass 173-HSD2n(C£2.3 pL/min/mg ES-Protein) >
UGT > CYP2B1 (Clatg = 0.2 pL/min/mg ES-Protein) TESTO im Darm metakielien. Fur
die Entstehung von TESTO-GLUC aus TESTO sind inlderatur K,-Werte von ca. 9 uM
im Darm und 22 uM in der Leber der Ratte bekani®,ghanz gut mit dem hier ermittelten
Wert (Kn =18 uM) Ubereinstimmen (Narayanan et al. 2000)r HKie Bildung von
Androstenedion aus TESTO wurde mit humanen 173-H3D®inen transfizierte Zellen ein
Kmn-Wert von 0.39 uM ermittelt, der weit entfernt votem hier ermittelten Wert
(Km =39 uM) liegt (Wu et al. 1993). Allerdings hantde$ sich dabei um das humane Enzym
und um transfizierte Zellen, die vielleicht nichang die physiologischen Bedingungen
widerspiegeln. AulRerdem zeigte sich, das obwohl-H3B2 ein mikrosomales Protein
darstellt, intestinale Mikrosomen nur sehr gerirfigd3-HSD2 Cl,-Werte aufweisen, die
ca. 50-100fach unterhalb der Werte von metabolisohesatzen mit Enterozyten, ,Everted
Sacs" und Organschnitten liegen (Sohlenius-Stetnbed Orzechowski 2004; de Kanter et
al. 2005; van de Kerkhof et al. 2005; Martignoniaét 2006; van de Kerkhof et al. 2007).
Daraus kann man schliel3en, dass entweder 17R3-H%D&nd der Mikrosomenpréparation
durch Proteasen verdaut wird oder bestimmte Kofaktofir dessen Aktivitdt in den
Mikrosomen fehlen.

In den metabolischen Ansatzen mittels primarer iBaigen wurde fir TESTO eine Gle
von ca. 10 pL/min/mg E-Protein berechnet. Im meliableen Assay mittels ,Everted Sacs”
wurde TESTO mit einer zum Enterozyten-Modell etlvéberen Clg g von 32 pL/min/mg E-
Protein eliminiert, daraus gibt sich eine ks von 10 pL/min/mg ES-Protein, won¥x und
Km als Berechnungsgrundlage dienen. Dig,Gkkann allerdings nicht nur tberind Vinax
bestimmt werden, sondern auch uber ausgewahlte tr@tkmnzentrationen und dem
dazugehorigen Konzentration-/Zeit-Profils des Swatabbaus. Die Flache unter dem
Konzentrations-/Zeit-Profils (AUC) kann auch alsu@dlage zur Berechnung der fiks
herangezogen werden. Mittels dieser Vorgehenswkem®te fur TESTO (25 uM) eine
CLintes von 10 pL/min/mg ,ES-Protein“ errechnet werdensvwgenau dem Wert entspricht,
der auch mittels K und Vyax ermittelt wurde und somit die Anwendbarkeit der
Berechnungsmethode untermauert.

Galetin et al errechnete fir TESTO mittels humaiméestinalen Mikrosomen eine ¢lLvon
2.7 puL/min/mg Protein und liegt damit deutlich unteen, im Rahmen dieser Doktorarbeit,
ermittelten Werten, was wiederum die Theorie unig¢zs das die Mikrosomen ungenigende
Aktivitaten von 173-HSD2 enthalten und somit diejCunterschatzt wird (Galetin 2007).
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Des Weiteren zeigte MDZ in den metabolischen Assaittels primarer Enterozyten und
.Everted Sacs“ eine intrinsische Clearance i{Gk) von 2 pL/min/mg Protein. In der
Literatur sind fur den Abbau von MDZ Gl-Werte von 10 pL/min/mg Protein (1OH-MDZ)
und 3.4 pL/min/mg Protein (40OH-MDZ) von intestinal®ikrosomen der Ratte publiziert
worden. Diese Werte liegen, wenn man bedenkt, dasRahmen dieser Doktorarbeit die
Werte auf Gesamtenterozytenprotein bzw. ,Everted’ $aotein bezogen wurden, ebenfalls

in der gleichen Gré3enordnung (Komura und Iwaki7)00

Ermittelung der ,First pass" in vivo CLFP DR derst<Substanzen

Mit Hilfe von Skalierungsfaktoren kann die @les auf die Cli,;pr der Test-Substanzen in
den einzelnen Darmregionen hochgerechnet werdehgsTabelle 3). Mittels der Glor
wiederum kann mit Hilfe der ,Q: Methode” von Yang et al. digFirst pass” in vivo
Clearance (CkppR der Testsubstanzen in den einzelnen Darmregiomender Anteil an
Substanz, der unmetabolisiert die Darmwand Ubesgeh(Fs) , ermittelt werden (Yang et al.
2007). Daraus ergab sich, dass TESTO mit einafr Gdvon 2 mL/min/kg Kérpergewicht
(KG) aus dem Darm eliminiert wird, was ungefdhr eem ks von 20 % einer oral
verabreichten Dosis entspricht (siehe Tabelle Idips bedeutet, dass nur 20 % der
eingesetzten Konzentration die Pfortader erreiok@rde. De Kanter et al. ermittelte in der
Ratte fir TESTO einein vivo Clearance von ca. 20 mL/min/kg KG im Darm und
ca. 40 mL/min/kg KG in der Leber, wobei er die jéigen Organschnitte verwendete (De
Kanter et al. 2004). Allerdings errechnete er nidlg ,First pass” in vivo Clearance des
Darms, sondern die systemische Clearance mit deeil stirred Model“, das Ublicherweise
fur die Leber verwendet wird. Auch BUPR zeigt ewmergleichbare Ckppr zu TESTO,
wobei dies zu einemdvon ca. 38 % einer oral applizierten Dosis im l@ign Jejunum fihrt,
wo es auch den grof3ten intestinalen Metabolismfiwesst. Beide Substanzen werden im
unteren Jejunum viel schwacher abgebaut, was daan, fdas & auf 50 % bzw. 72 %
ansteigt. Auf diese Weise wurden die Daten so nmocht ermittelt, daher kann an dieser
Stelle kein Vergleich mit Literaturdaten stattfimde

Permeation der Test-Substanzen Uber die Darmwand

Mittels des metabolischen Assay des ,Everted Sacoddélls kann auch das
Permeationsverhalten der Test-Substanzen Uberat@mwand hinweg ins Blutkompartiment
(serosal) verfolgt werden. Interessanterweise lerfit TESTO und BUPR eine starke
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Akkumulation im serosalen Kompartiment des untekgianums im Vergleich zu den anderen
Darmregionen verzeichnet werden, was gut mit deechneten EWerten des unteren
Jejunums Ubereinstimmt. In Gegenwart des CYP P4BBibitors ABT steigt die
Akkumulation von BUPR im serosalen Kompartiment tteln gegeniber den nicht
inhibierten Proben an, kann jedoch nicht den Lelezl Akkumulation des unteren Jejunums
erreichen. Daraus kann man schlieBen, dass dievitsktider CYP P450 Enzyme die
Akkumulation von BUPR herabsetzt, dass es aber nmteran Jejunum auch noch andere
Einflussfaktoren geben muss, die zum Anstieg derssdéen Substanzmenge von BUPR fihrt.
In dem hier gewéhlten Versuchsansatz kann auchMdighologie der Darmwand einen
entscheidenden Einfluss auf die Akkumulation debs$anzen in den unterschiedlichen
Darmregionen austben. Untarvivo Bedingungen muss die Substanz nicht tber die gesam
Darmwand, einschlie3lich Muskelschicht wandern,dgon nur durch die Mukosa und Teile
der Submukosa (Aktories et al. 2005).

Die anderen Substanzen, DEX und MDZ zeigen entlaeg gesamten Dunndarms
vergleichbare E&Werte von ca. 60 %, was sich auch in der Akkunnutatlieser Substanzen
im serosalen Kompartiment widerspiegelt. Fir MDZawaieine B-Wert von 57 % im oberen
Jejunum berechnet, der auch schon von anderentdgbgppen gezeigt wurde (Olkkola et al.
1996; Paine et al. 1996; Tsunoda et al. 1999; Yetrg). 2007). Allerdings gibt es fur MDZ
sehr viele widersprichlichesFWerte in der Literatur. So zeigte Higashikawa letrattelsin
vivo Versuch einen &von 96 % wahrend Strelevitz et al imvitro Versuch 3 % ermittelte
(Higashikawa et al. 1999; Strelevitz et al. 2008@)erdings muss man im Falle van vitro
Methoden einschrankend sagen, dass dies&Vérte auf experimentelle Bedingungen
beruhen, die den Enzymen geniigend Zeit liefern,Sdibstanzen zu metabolisieren. MDZ,
wie die anderen hier verwendeten Substanzen, zeiggem hervorragende Permeabilitaten,
wie man anhand der hier ermittelten,PNerte des Caco-2-Assays erkennen kann und
unterliegen keinem bekannten Efflux-Transport int@aAufgrund dessen kdnnen die hier
errechneten &Werte leicht Gberschatzt werden, weil die angewardethode nicht den
physiologischen Bedingungen entspricht. Ein weit&iaflussfaktor ist aul3erdem, dass ifiir
vitro Methoden Modelle verwendet werden missen zur Berety der Ckp pr die nicht alle
physiologischen Bedingungen widerspiegeln koénnew. Burde im Rahmen dieser
Doktorarbeit das ,Qu: Modell* verwendet und die Bindungen der Substaree®roteine des
Darminhalts erst einmal vernachlassigt. Eine holmallhg der Substanzen an Bestandteile

des Darminhalts kann die Absorption einer Subsjadach erheblich beeinflussen, weil nur
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der freie Anteil von den Enterozyten aufgenommemnder kann. Aul3erdem wurde die
CLrp parmdes gesamten Darms berechnet, obwohl die hiereretgten Substanzen durch ihre
gute Permeabilitat wahrscheinlich schon im Duoderhzw. oberen Jejunum vollstandig
absorbiert werden und somit nicht bis ins untepenien gelangen.

Neben den metabolischen Untersuchungen wird dasri&y Sac* Modell in der Literatur
auch haufig fur Absorptionsuntersuchungen bzw. Tilansportercharakterisierungen des
Darms verwendet. Deswegen wurde im Rahmen diesktoEubeit auch die Verteilung der
Metabolite im inneren (serosalen) und aufReren (saikd) Kompartiment untersucht. Die
Akkumulation der Metabolite im serosalen bzw. mues Kompartiment kann dartber
Auskunft geben, ob diese in den Blutstrom gelangder mit dem Faeces ausgeschieden
werden. Alle Metabolite zeigten dabei eine tendelhziohere Anreicherung im mukosalen
Kompartiment gegeniiber dem serosalen Kompartinaraus kann man schlie3en, dass die
Metaboliten eher Gber den Faeces ausgeschiedi@, @ zentralen Kreislauf aufgenommen
werden. Das zeigt sich besonders deutlich im Fatle 3-MM, das im Vergleich zum
serosalen Kompartiment l4fach starker im mukos#&empartiment zu finden ist. Dies
spiegelt sich nicht im Caco-2-Peremeationsexperimaeder, wo nur ein Effluxverhaltniss
von 1.7 ermittelt wurde. Der Quotient ist dabeigasing, so dass man einen Efflux-Transport
fur 3-MM in der apikalen Membran ausschlie3en kaledoch hat nach unseren Kenntnissen
noch keine Gruppe den Transport von 3-MM weiteretsucht. Arrelano et al. konnte im
.Everted Sac" Experiment ebenfalls eine hohere Akilation von 3-MM im mukosalen
Kompartiment beobachten (Arellano et al. 2007).eAknderen Substrate und deren
Metaboliten zeigen im Caco-2-Experiment eine salte d?ermeation tUber die Darmzellen

hinweg ohne Hinweise auf einen Efflux- oder Uptdkansport.

Zusammenfassende Betrachtungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werdass sowohl CYP P450 Enzyme, als
auch andere Phase-I/-ll-Enzyme im Darm der Ratpeiexert werden. Aul3erdem wurde hier
gezeigt, dass CYP2B1 und 3A eine kontinuierlichmiederte Expression entlang des Darms
aufweisen, und dominant in den Enterozyten derengsttitze exprimiert werden, also genau
dort wo die meisten Nahr- und Arzneistoffe absatbieerden. Mengenmalig stellen diese
beiden Enzyme die dominanten CYP P450 IsoformenDianm der Ratte dar. Dagegen
spielen die Enzyme CYP2C6 und 2D1 im Darm eine eimergeordnete Rolle, weil sie in

viel zu geringeren Mengen exprimiert werden und Rahmen dieser Doktorarbeit ihre
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Aktivitat nicht nachgewiesen werden konnte. Darangmb sich die Theorie, dass diese beiden
Enzyme eher an endogenen Abbauprozessen beteitidi als am Metabolismus von
Arzneistoffen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werd#gss der proximale Darm im
Vergleich zur Leber circa 15fach niedrigere und distale Darm circa 100fach niedrigere
CYP P450 Mengen enthalt. Wéahrend im Darm CYP3A @RIl die dominierenden
CYP P450 Enzyme darstellen, werden in der Leber alitersuchten CYP P450 Enzyme in
gleichen Mengen exprimiert.

Des Weiteren wurden zwei Modelle, primare Enterezyind ,Everted Sacs" angewandt, um
den intestinalen Metabolismus zu charakterisiegide Modelle lieferten vergleichbare
Abbauraten der untersuchten Test-Substanzen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten somit G\Werte fir alle Test-Substanzen mit beiden
Modellen erhoben werden, wobei TESTO den hochstdsbaA zeigt, der jedoch
hauptsachlich Uber das Phase-lI-Enzym 17R3HSD2 leaatiywird. Die anderen Substanzen
werden Uber CYP P450 Enzyme abgebaut, was auckrsughsansétzen mit dem CYP P450
Inhibitor ABT, bestatigt werden konnte. Des Weitel@nnte anhand der Gles der Test-
Substanzen und unter Zuhilfenahme der in dieseeifdrmittelten Skalierungsfaktoren die
CLin pr der Test-Substanzen errechnet werden. Aus diegggbiissen konnten mittels dem
»Qaout Modell” die ,First pass” in vivo Clearances und diesFWerte fur alle Test-Substanzen
berechnet werden. Dabei zeigte sich, das TESTO nff/hin/kg KG) und BUPR
(3.4 mL/min/kg KG) die grof3ten Gk parmrWerte aufweisen, was zufVerte von 22 % bzw.
38 % in proximalen Darmregionen fuhrt. Im distal@iinndarm sinkt fuir beide Substrate der
Metabolismus stark ab, was eine Erhéhung deiferte zur Folge hat (TESTO: 52 %;
BUPR: 73 %). Im Rahmen dieser Doktorarbeit konrgemit CL:p pr und Fs-Daten erhoben
werden, die vergleichbar mit Literaturdaten sind, &benfalls auin vitro Daten beruhen. Die
mittels in vitro Ansatzen erhobene Ekpr und Rs-Daten kénnen jedoch nicht die vivo
Daten vollstandig ersetzten. Die hier vorgesteliigthode ist auch noch nicht ausgereift. Es
bleibt offen, inwieweit es notwendig ist die Bindurder Substanzen an Proteinen des
Darminhalts mittels neuén vitro Methoden zu ermitteln und in die Rechnung zu inézgn.
Neben dem metabolischen Assay mittels ,Everted Sactiell wirden sich auch Assays
mittels primarer Enterozyten fur Skalierungsberecigen eigenen, jedoch bedarf dieses
Modell noch Optimierungsarbeit, um die Ergebnisspraduzierbarer zu generieren. Die

schwankenden Abbauraten stehen im direkten Zusahmngn mit der schwankenden
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Vitalitat der isolierten Enterozyten. Der Einsatialer Enterozyten kénnte das ,Everted Sac
Modell durchaus ersetzen. Grol3er Vorteil der Verugry von primaren Enterozyten fur die
metabolischen Assays ware die definierten Enteemmghl, die fur die

Skalierungsgenauigkeit eine bessere Grof3e dasstislitlie Proteinmenge.
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6. Anhang:
Anhang 1: Verwendete Western Blot Antikérper und deen verwendete Verdinnungen.
Primér- . Sekundar- N
Antikérper Erkennung Verdinnung Antikérper Verdinnung
Anti CYP3A (P6) 1:2000
Anti CYP2B1/2 1:3000
Anti CYP2C6 1:4000
Monoclonal Anti M I 1:1
Anti CYP1A1 ono¢Ond 4000 | Mouse 1gG 0000
Anti CYP2C11 1:4000
Anti PCNA 1:1000
Anti UGT 1:500 Anti Sheep IgG 1:20000
Anti Villin (C19) 1:5000 Anti Goat 1gG 1:10000
Anticyp2p1  Polyclonal 1:1000
Anti 173-HSD2 1:500 Anti Rabbit 1IgG 1:20000
(M-174) '

Anhang 2: Verwendung von Vorbehandlungen und Kits éir die Immunhistochemie und Verdiinnung der

verwendeten Antikdrper und Konjugate.
Verdiinnung
. Vor- . :
Antikorper behandlun Kits Primar-  Sekundar- Sl ePt
9 HRPO-
AK AK )
Konjugat
NovaDetect
20 min Standard
Ani Zitratpuffer SSreptAB;
, H6 lanova 1:200
CYP3A (PHE) 120
1:20 1:20

Anti-Villin - Santa Cruz 1:120
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Anhang 3: Extraktionsraten von Testosteron und des Metabolite in Ethylacetat.

Substanz Konz. Peakflé_che [mAL_J*min] _ Widerfindung
[UM] ohne Extraktion mit Extraktion [%]

25 15.75 14.80
125 6.79 7.11
6.25 3.50 3.47

Testosteron 3.13 1.87 1.70 99£11
1.56 0.74 0.85
0.78 0.39 0.42
0.39 0.22 0.19
10 9.88 9.23
5 4.28 4.68
2.5 2.22 2.13

Androstenedion 1.25 1.14 1.01 90+ 13
0.63 0.64 0.52
0.31 0.36 0.25
0.16 0.15 0.14
10 4.89 4.27
5 2.10 1.92
25 0.91 1.00

TESTO-GLUC 1.25 0.52 0.43 93+11
0.63 0.26 0.21
0.31 0.12 0.11
0.16 0.05 0.05
10 9.74 10.00
5 4.35 5.07
2.5 2.23 2.43

16R0OH-TESTO 1.25 1.11 1.19 104 +7
0.63 0.59 0.57
0.31 0.28 0.28
0.16 0.14 0.13
10 5.33 5.33
5 3.44 2.49
25 1.62 1.26

6ROH-TESTO 1.25 0.78 0.60 81+9
0.63 0.38 0.30
0.31 0.18 0.14
0.16 0.06 0.05
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Anhang 4: Berechnung des Anteils der Enterozyten aden ,Everted Sac" Proben.

Dazu wurden ,Everted Sac" des mittleren Jejunurobeist und entweder das gesamte ,Everted Sac” i@hla
oder nur die abgeschabten Enterozyten in NaOH veéerdad die Proteinmenge bestimmt. Diese wurderdenit
Gesamtgewicht der ,Everted Sac" ins Verhéltnis tgtsend daraus kann man erkennen, dass die Enterozy
ca. ein Drittel am Gesamtprotein der ,Everted Satmachen.

Zellisolation MeEverted Sac* Proteinmenge M “Everted Sacsd
[mg] [mg] Proteinmenge
45(C 23.C 19.t

510 24.7 20.7

540 24.3 222

560 26.5 21.2

Gesamt-,Everted 460 20.8 221

Sac” 450 20.9 21.5

520 25.3 20.6

480 23.4 20.5

560 24.4 220

540 26.2 20.6

520 8.7 59.8

520 9.0 57.6

Etororyion. 450 6.8 66.2

550 8.1 67.9

430 5.2 82.7

Anhang 5: Permeationswerte (B und Pap) der eingesetzten Test-Substanzen

I:)app Mensch I:)eff Mensch Peff Ratte
Substanz x 10°[cm/s] x 10%[cm/s] x 10% [cm/s]
Testosteron 4.94 4.1 1.3
Midazolam 3.07 3.3 1.0
Dextromethorphan 2.63 3.1 0.9
Bupropion 5.68" 4.3 1.4

! nicht selber bestimmt, sonder aus der Literattm@mmen (Arellano et al. 2007),4p apparente Permeation
ermittelt aus Caco-2 VersucheniPeffektive Permeation
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Anhang 6: Eigenschaften der MS/MS Detektion fur dieverschiedenen Analyten

Substanz Retentions- MS Q1 Kollisions- Q3
zeit Detektion Masse energie Masse
[min] [Da] [eV] [Da]
BUPR 3.03 positiv 241 19 185
DEX 3.21 positiv 272 33 215
MDZ 3.23 positiv 326 39 291
10H-BUPR 2.81 positiv 256 17 238
3-MM 3.18 positiv 258 31 215
3-HM 2.67 positiv 244 49 157
10H-MDZ 3.29 positiv 342 31 324
interner Standard 3.70 positiv 340 25 211

BUPR: Bupropion; DEX: Dextromethorphan; MDZ: MidazmlalOH-BUPR: 1-Hydroxy-Bupropion; 3-MM: 3-Methoxy-
Morphinan; 3-HM: 3-Hydroxy-Morphinan; 10H-MDZ; 1-lyoxy-Midazolam

Anhang 7: Strukturformeln und Molekulare Gewichte aller Test-Substanzen und ihrer Metabolite
Die Test-Substanzen sind dick hervorgehoben unghtiar befinden sich die jeweiligen Metabolite.

Substanz Strukturformel Molekulares Gewicht
[g/mol]
OH
~y L
Testosteron - \tf\ 4 288.4
|
QF
16R0OH-Testosteron Jﬁt& 304.4
6ROH-Testosteron 304.4

Testosteron-Glucuronid- 486.5
Na

Androstenedion 286.1

Midazolam-Maleat 441.8
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10H-Midazolam

341.8
Bupropion- TYTYX 276.2
Hydrochlorid RO
Gi
10OH-Bupropion 255.7
Dextromethorphan- 352.3
Hydrobromide
3-Methoxymorphinan- 203.8
Hydrochlorid
3-Hydroxymorphinan- 324.4
Hydrobromid
Dextrorphan 257.4




