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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Der weitaus groféte Teil der auf dem Markt befindlichen Arzneistoffe wird oral appliziert. Der
Dunndarm ist der natirliche Aufnahmeort fir Nahrstoffe. Hier wird auch ein grof3er Teil der
oral verabreichten Wirkstoffe absorbiert. Als Darreichungsform fir die Anwendung per os
sind Tabletten oder Kapseln GMich. Ein groRBer Vortell dieser Arzneiformen ist die gute
Compliance der Patienten im Gegensatz zu den parenteralen Appli kationsformen.

Fur die orale Absorption bisher kaum zuganglich sind de Peptidhormone. Vertreter dieser
Guppe sind: Hypothalamus- und Hypophysenhormone wie Vasopressn, Oxytocin, Buserdin,
Somatostatin, Prolaktin oder Wadhstumshormon sowie Calcitonin und Insulin. Insulin muf3
subcutan verabreicht werden, da e aus dem Magen-Darm-Trakt praktisch nicht
aufgenommen wird. Insulin nach oraler Gabe im ausreichenden Mal3e bioverfligbar zu
machen, wirde fir den Diabetes-Patienten eine deutliche Verbesserung der Lebensqualitét
bedeuten. Diabetes mellitusist die haufigste und zugleich bedeutendste Stoffwechsel storung.
In der Bundesrepublik Deutschland sind davon 2 — 3 % der Bevolkerung betroffen [1]. Die
Entwicklung einer oral applizierbaren Insulinform beinhaltet ein betrachtliches Marktpotenial.

1.1 Grundlagen des Absor ptionsvorgangsin vivo

Unter Absorption wird im folgenden de Aufnahme von Wirkstoffen aus dem Darmlumen
Uber das Dunndarmepithel in de Blutbahn verstanden.

1.1.1 Anatomiedes Dinndarms

Der Dinndarm besteht aus drei aufeinanderfolgenden Abschnitten: dem Duodenum, in das
Bauchspeicheldrise und Gallengang minden, dem Jgunum und schliefdlich dem lleum.
Insgesamt hat er eine Lange von etwa 3 m [2].

Die DUinndarmschleimhaut hat aufgrund ihrer spezellen Struktur eine Oberflache von 200 m2,
Die zrkuléare Auffaltung der Schleimhaut, die sog. Kerckringschen Falten, die sich darauf
befindenden fingerférmigen Darmzotten und die Mikrovilli der Enterozyten flhren zu einer
600-fachen Oberflachenvergréf3erung der Diinndarmschleimhaut.

Glatte v )
Muskelfaser —__ Eatfe7\! |

Zentrales
Lymphgefan

muskulatur
Moo =

Abb. 1 Aufbau der Darmzotten in halbschematischer Darstellung [2]
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1.1.2 Absorptionsbarrieren und Transportprozesse im Dinndarm

1.1.2.1 Absor ptionsbarrieren auf zellularer Ebene

Um aus dem Lumen ins Blut aufgenommen werden zu konnen, mul3 ein Wirkstoff im
Dunndarm mehrere Diffusionschichten Uberwinden. Die este Schicht ist der sogenannte
unstirred water layer oder Mucusschicht (etwa 500 pum dick) [3,4]. Darauf folgt die
Glykokalix, die hauptséchlich aus Glykoproteinen besteht und im Gegensatz zur Mucusschicht
integraler Bestandteil der Mikrovillimembran ist (etwa 500 rm) [5,6]. Anschlief3end mul die
apikale Membran der Mikrovilli-Zellen mit etwa 10 nm Dicke Uberwunden werden. Es folgen
das Zytoplasma der Enterozyten (etwa 28 um), die basolaterale Membran (etwa 8 nm), die
Basalmembran (etwa 30 nm), der Raum zwischen Basalmembran und ventser Kapill are (etwa
0,5 um) und schliefdlich das Membranfenster der vendsen Kapillare ( 2-4 nm).

Abb. 2 Schematische Darstellung von Enterozyten [7]

Die Absorptionsbarrieren im Dinndarm sind die @ikale Enterozytenmembran, die
Mucus<chicht und die tight junctions.

Zwischen einzdnen Enterozyten bestehen als Grenze zwischen apikalen und basolateralen
Zellbereichen enge Zell-Zell Kontakte, die tight junctions oder zonulae occludentes. [8] Die
tight junctions haben zwei Funktionen: Sie kontrollieren als eine Art , Tor* die Diffusion von
lonen und Stoffen aus dem Darmlumen. Desweiteren trennen sie als eine Art ,Zaun® fir
Membranproteine und Lipide den apikalen vom basolateralen Bereich der Zelle und sorgen
far ihre darakteristische Polariserung. Der ungeféhre Abstand der Zellmembranen im
Bereich der zonulae occludentes betragt im Darm 12 A. Nur Molekiile mit kleineren
Molmassen wie Disaccharide oder EDTA und lonen kénnen diese ,Poren” passieren [9].

1.1.2.2 Funktionelle Absor ptionsbarrieren

In den apikalen Membranen der Epi- bzw. Endothelien einzener Gewebe sind Efflux-Pumpen
verankert. Diese sind Transportproteine, die Substanzen unter direktem Energieverbrauch
aktiv aus dem Zytoplasma ins Darmlumen pumpen Die bekanntesten Vertreter dieser Efflux-
Pumpen, P-Glykoprotein und MRP, wurden auch in den Enterozyten nachgewiesen [10,11].
Sie scheinen auch fir die Resorption von Peptiden, unter anderem Octreotid und Cyclosporin
A, einelimitierende Rolle auu spielen. [11]].
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1.1.2.3 Enzymatische Absor ptionsbarrieren

Im Gastrointestinaltrakt befindet sich eine Vielzahl von Enzymen, die Nahrungsbestandteile
in kleinere resorbierbare Einheiten zerlegen. Fir die Absorption van Peptidwirkstoffen stellen
Peptidasen ein grof3es Problem dar. Durch enzymatischen Abbau verlieren diese Wirkstoffe
ihre Wirksamkeit. In den Zellen sind ebenfalls einige metabolisierende Enzyme, wie
Zytochrom P-450-Isoformen und Peptidasen, vorhanden [12].

1.1.2.4 Transportprozesse

T

i

~ Y v

transzdlulér parazdlulér Carrier-vermittelt Endozytose/Transzytose

Abb. 3 schematische Darstell ung der Transportprozesse im Dinrdarmepithel [13]

Transzdlulére Diffusion:

Die Plasmamembran und damit auch de Mikrovillimembran besteht aus einer
Lipiddoppelschicht, in die Proteine én- oder aufgelagert sind. FUr den Stoffdurchtritt stehen
zwe prinzipiel unterschiedliche Strukturen zur Verfigung: Die Lipidschicht zur Aufnahme
lipophiler Stoffe und die wassergefillten Poren fur die Penetration hydrophiler Substanzen.
Die Absorption Uber die Enterozytenmembran ist fur lipophile Substanzen der bevorzugte
Transportweg: Die Oberflache der Microvilli ist mehr as 1000-mal grofer as die des
parazdluldren Transportweges [13]
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Parazdlulare Diffusion:

Hydrophile Molekille, zu denen auch die Peptide zhlen, kdnnen nu im geringen Ausmal3
transzdlulér absorbiert werden. Sie werden Uber den parazdluléren Transportweg, das heif3t
durch de tight junctions aufgenommen. Die Diffusion hangt hier entscheidend von der
Molekllgroie, der Ladung und der Hydrophilie der Substanz ab [14,15,17].

Carrier-vermittelte oder erleichterte Diff usion:

Fur einige hydrophile Substanzen existieren im Dinndarm Carrier-Systeme. Substrate dieser
Transportproteine sind vor allem Nahrungsbestandteile wie Glucose oder Aminosauren. Der
Dipeptid-Transporter schleust neben Produkten der Eiwel 3verdauung auch Pepitidantibiotika,
z.B. einige Cephalosporine, durch de Membran [12].

Endozytose/ Transzytose:

Unter Endozytose versteht man de Internalisierung von extrazelluldren Partikeln oder
Flusggkeiten durch Membranvesikel. Pinozytose meint spezell die Endozytose von
Flissgkeiten, Phagozytose die Internalisierung grofl3erer Partikel durch spezialisierte Zellen.
Unter Transzytose versteht man den Transport eines Vesikels mit seinem Inhalt (fliissg oder
partikuldr) durch de Zelle An der gegentberliegenden Zelloberflache wird der
eingeschlossene Stoff wieder unverandert ausgeschleust [16].

1.1.3 Diegastrointestinale Mucusschicht

1.1.3.1 Zusammensetzung und Eigenschaften des Mucus

Die Hauptaufgabe der gastrointestinalen Mucusschicht ist der Schutz des Epithels vor
Selbstverdauung urd Magensaure. Die Mucusschicht erleichtert aufRerdem die Passage des
Nahrungsbreiswie a@ne ,Rutsche*.

Der Mucus ist ein viskoelastisches Gel. Er besteht zu 936 aus Wassr, aulerdem aus
Glykoproteinen, abgeschilferten Zellen, Proteinen und Elektrolyten. Obwohl die
Glykoproteine nur 2-3% des Mucus ausmachen, sind sie fur die spezellen Eigenschaften und
die Struktur des Mucus verantwortlich.

1.1.3.2 Die Mucusghicht alsBarrierefur den Wirkstofftransport

Die Mucusschicht bildet auf dem DiUnndarmepithel eine wasgige Absorptionsbarriere, die
sogenannte ungtirred water layer. Sie stellt eine hochquellfahige Glykoprotein-Gelschicht
dar, die mit Wirkstoff molekilen Wechselwirkungen eingehen kann und damit den reinen
Diffusionproze? verlangsamt [18]. Diese Wechselwirkungen sind pH-abhangig aber nicht
elektrostatischer Natur. Ein hydrophiles Molekil kann duch de wassige Mucusphase ohne
Wechselwirkung mit dem Glykoproteingeriist diffundieren. Die Diffusion wird dabei nur
durch die MolekllgroRe beanfluf®. Ein lipophler Wirkstoff verteilt sich - abhangig vom
Grad seiner Lipophilie - eher in de nicht-wasgige Mucusphase. Bestimmte
Molekulstrukturen des Wirkstoffes konnen dabei Uber Wasserstoff briickenbindungen oder
hydrophobe Wechsel wirkungen mit Mucusbestandteilen interagieren [19].
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1.2 Absorptionmodelle

1.2.1 In-vitro- Moddle

1.2.1.1 Physikalische Modéelle

Die pasdve Absorption ener Substanz durch ene Biomembran hangt von drel
physikochemischen Eigenschaften ab: der Lipophilie, der Polartitét und der Molekllgrofe der
Substanz [20]. Die Lipophilie ener Substanz kann mit Hilfe des Octanol-Wasser-
Verteillungskoeffizienten bestimmt werden. [24]. Dieser Koeffizient ermittelt die Verteilung
des Wirkstoffs zwischen Wasser und n-Octanol bei pH 7,4 urd smuliert damit auch das
Eindringen des Wirkstoffes in die Biomembran. Angegeben wird der Verteilungskoeffizient
in seiner logarithmierten Form als log P. Substanzen, die gut absorbiert werden haben, einen
log P von 1-3 [21,22,23]. Wird en log P von 4 Uberschritten, sinkt die Permeabilitét in vivo
ab. Solche Substanzen kénmnen aufgrund ihrer hohen Lipophilie nur schwer durch das
hydrophile Darmlumen zum Epithel diffundieren [25]. Substanzen mit einem log D kleiner O
sind hydrophil und permeieren schlecht in die Membran.

1.2.1.2 Biophysikalische M odelle

Die Langmuir-Adam-Oberflachenwaage oder kurz der Langmuir-Trog ist ein gangiges
Modell, um Monolayer an der Wasser-Luft-Grenzflache a1 urtersuchen. Die Eigenschaften
dieser Monolayer dhneln denen von Biomembranen.

Bewegliche Bamiers

Stame Bamiers

Teflortmng

Abb. 4 Schematische Darstellung einer Langmuir-Adam-Oberflachenwaage [ 26]

Dabel werden in einem mit Wasser gefllltem Teflontrog in Wasser praktisch  unldsliche
oberflachenaktive Substanzen in enem leicht verdampfbaren Losungsmittel auf die
Wassroberfladhe aufgebradit. Das Losungsmittel verdunstet und de amphiphilen Molekile
bilden einen Monolayer auf der Wassroberflache. Dieser Monolayer bildet sich zwischen
zwe Teflon-Barrieren aus. Je nach Mel3prinzip sind eine oder beide der Barrieren beweglich.
Der Monolayer hat eine geringere Oberflachenspannung (y) als das reine Wassr (Yo = 72,8
mN/m) aulerhalb der Barrieren. Dadurch entsteht ein Oberflachendruck (1), der auf die
Barrieren in Richtung der reinen Wassroberflache wirkt. Dieser Druck wird entweder als
Kraft pro Lange der unbeweglichen Barriere Giber einen mechanisch befestigten, kalibrierten
Torsionsdraht oder mit Hilfe aner Wilhelmy-Waage gemessen. Fir den Oberflachendruck
gilt folgende Gleichung:
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= Yoy

In dem Monolayer nimmt jedes Teilchen einen bestimmten Raum ein. Sind die Barrieren
maximal expandiert, nimmt jedes einzdne Molekll den grofltmodichen zur Verfligung
stehenden Raum ein das heifd, die interpartikuléren Wechsalwirkungen sind gering. Fahrt
man de Barrieren kontinuierlich zusammen, so werden de Teilchen immer dichter
zusammengeschoben. Es kommt zu Wechselwirkungen, die die Oberfléachenspannung des
Monolayers (y) weiter senken. Dadurch steigt der Oberflachendruck 1t Irgendwann richten
die Teilchen sich parallel zueinander aus. An desem Punkt erreicht die Oberflachenspannung
ein Minimum und der Druck ein Maximum. Fahrt man die Barrieren noch weiter zusammen,
kollabiert der Monolayer unddie Oberflachenspannung steigt wieder an.

Mit Hilfe des Langmuir —Trogs kdnnen auch Aussagen Uber das Adsorptionsverhalten von
Peptiden an Lipidmonolayer gemadit werden. Dabei wird ein Lipid auf die Wasser— oder
Puff eroberflache aufgespreitet. Es bildet sich ein Monolayer. In de Wasser-oder Pufferphase
(Subphase) wird dann eine Peptidiosung injiziert. Werden de Peptidmolekile an den
Monolayer adsorbiert oder gar in ihn inkorporiert, sinkt die Oberflachenspannung des
Monolayers ab und es resultiert ein steigender Druck 1= Das Ausmad und de
Geschwindigkeit der Druckdnderung hangt dabei von der Struktur und Konformation des
Peptidmol ekils ab.

Nattrliche Membranen sind keine Monolayer sondern Bilayer. Um die aus Monolayer-
Studien erhaltenen Erkenntnisse mit nattirlichen Bilayer-Membranen vergleichen zu kénnen,
muf3 man den Oberflachendruck von Biomembranen kennen. Zu beachten ist, dal3 mit dem
Langmuir-Trog die Wasser-Luft-Grenzflache untersucht wird. Biomembranen dagegen
befinden sich an einer Wasger-Ol-Grenzfladhe. Es kann nu ein Bereich angegeben werden, in
dem sich der Oberfladhendruck nattrlicher Bilayer bewegt: 30-50 mN/m [27,28,29].
Adsorptionen und Interaktionen von Molekilen oder Liposomen mit Biomembranen kdnnen
im sogenannten constant-pressure-mode untersucht werden. Dabel wird wie oben beschrieben
ein Lipidmonolayer aufgespreitet. Der Oberflachendruck wird wéahrend des gesamten
Experiments konstant gehalten. Dieser Druck sollte dem eines natirlichen Bilayers dhnlich
sein, also auch im Bereich von 30-50mN/m liegen. Wird unter einen solchen Monolayer ein
Peptid injiziert und interagiert dieses mit der Lipidschicht, so kommt es zu einer
FladhenvergrofRerung des Lipidfilms, das heifldt die Barrieren des Troges fahren auseinander.
Die FadenvergrolRerung stellt ein Mal3 fur die Bindung des Peptids an oder in den
Lipidmonolayer dar. Es gilt folgende Gle chung:

Xp = ne/n. = (AA/A) (AL/Ap) [119]

Xb: Ausmal’ der Peptidbindung

Np: Anzahl Peptidmolekile

N.: Anzahl Lipidmolekile

A: Fladhe des reinen Lipidmonolayers
AA: Flachenzuwadhs nach Peptidinjektion
AvL: Flache dnes Lipidmolekiils [AZL
Ap: Flache d@nes Peptidmolekiils [A“]

Kennt man das Ausmal der Peptidbindung, kann man de von dem Peptidmolekdl im
Monolayer eingenommene Fladhe bestimmen und erhalt dadurch einen Hinweis Uber die Art,
wie sich das Peptid im Monolayer einbaut [30].
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Veranderungen in  Biomembranen konnen auch mit Hilfe von Fluoreszenz
Anisotropiemessungen untersucht werden. Regt man eine fluoreszierende Probe mit
polarisiertem Licht an, so ist auch das von dieser Probe ausgestrahlte Licht polarisiert. Diese
Polarisierung ist das Ergebnis der Photoselektion des Fuorophors, welche desen
Orientierung im Verhdtnis zu der Richtung der Anregung entspricht. Die Mesaung der
Polarisation oder Anisotropiemesaung gbt Aufschlufd3 dartber, in welchem Winke en
Fluorophor zwischen Absorption und darauffolgender Emisson eines Photons verschoben
wird. Diese Verschiebung héngt dabei von Art und Ausmal? der Rotationsbewegung dieses
Fluorophors wahrend des Bestehens des angeregten Zustands ab. Die Rotationsbewegung
wiederum wird von der Viskositét des Losungsmittels und der Grofe und Form der die
Bewegung verursachenden Substanz beeanflufd. Fir enen in enem bestimmten
Losungsmittel gel dsten Fluorophor hangt das Ausmald der Rotatiosbewegung van den Kréaften
ab, die die Viskositat des Losungsmittel auf das Flurophor ausiibt. Das heifdt: éndert sich die
Viskositat des Losungsmittel, so wird sich des in ener Anderung der Fluoreszenz-
Anisotropie bemerkbar machen. Inseriert man ein Fluorophor in eéine Membran zB. eine
Liposomenmebran, konnen durch Anisotropiemesaungen die interne Membranviskositét oder
die Effekte der eéinzdnen Membranbestandteile auf die Phasentibergangstemperatur bestimmt
und untersucht werden.

1.2.1.3Biologische Modélle

Zellen und Zdlkulturen

Enterozyten sind polare Zellen. Apikale und basolaterale Membrandoménen stellen
unterschiedliche Zellorganellen dar. Die Zellen haben eine sdulenartige Form. In Suspension
runden sich de Zellen ab urd verlieren innerhalb kurzer Zeit ihre Polaritét. Aus diesem Grund
eignen sich supendierte Enterozyten nicht as Absorptionsmodell des Dinndarms.
Zellkulturen oder Zdllinien bilden unter Kulturbedingungen Monolayer aus und kdnnen
dartiber hinaus unbegrenzt gezichtet werden. Menschliche Adenokarzinom-Zelllinien stellen
die bisher beste Quéll e fur intestinale Epithelkulturen dar.

Nad ihrem Vermogen in Kultur auszudifferenzieren, konnen sie in vier Kategorien urterteilt
werden [31,32].

Gruppel |spontane Differenzierung der Zellen, die darakterisiert wird durch eine
Organisation der Zellen zu einem polarisierten Monolayer mit spezellen
Transportproteinen urd duch de Bildung einer Blrstensaummembran mit
Enzymausdattung

Gruppell | differenzierte und undifferenzierte Zellen. Differenzierung ist durch Anderung
der Standard-Kulturbedingungen indwzierbar

Gruppe Il | polarisierte Monolayer mit tight junctions aber ohne Blrstensaummembran

Gruppe IV | undifferenzierte, unpolarisierte Multilayer

Als Modédl fir den intestinalen Transport kommen nu Linien der Gruppen | undll in Frage.
Vertreter der Gruppe | ist die CaCo-2 Zelllinie, und as Verteter der Gruppe Il se HT29
genannt
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CaCo-2 zdllinie

Im Dunndarm selbst kommen sowohl bei Menschen als auch bei Versuchstieren so gut wie
keine Tumoren vor. Dies erklart, warum es derzet keine Zelllinien aus Dunndarmgewebe gibt
[33]. Die CaCo-2 Zdllinie stammt aus menschlichem Dickdarmtumorgewebe @nes
mannlichen 72 jéhrigen Menschen kaukasischer Rasse [34,35. Der Karyotyp ist
hypertetraploid.

Abb. 5 Querschnitt durch den apikalen Teil eines CaCo-2Mondayers
M = Mikrovilli; i= interzel ularer Raum; d= Desmosomen
Pfeil e=tight junctions [36]

CaCo-2 Zellen haben eine sdulenformige Gestalt, die der der Enterozyten éhnelt. Sie besitzen
eine gut ausgebildete Birstensaummembran und tight junctions. Die tight junctions sind
verhdltnismaRig dicht. Der transepitheliale Widerstand ist mit 300Q/cm? [36] vergleichsweise
hoch urd dhnelt eher dem des Kolonepithels [37]. Einige charakteristische Enzyme der
Birstensaummebran werden auch in CaCo-2 Zellen exprimiert. In postkonfluenten
Monolayern  konnten  Sukrase, Isomaltase, Ladase, Dipeptidylaminotransferase,
Aminopeptidase und Peptidasen identifiziert werden [38,39,40].

CaCo-2 Monolayer haben kein einheitliches Erscheinungshild. Sie sind morphologisch sehr
heterogen. Man findet Zellen mit dichten Burstensaum und solche, die fast keine Mikrovilli
aufweisen. Insgesamt schwankt die Dichte der Mikrovilli pro um apikale Oberfladhe [41].
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Vadion und Beaulieu finden drei abgegrenzte Waschstumsphasen: Phase 1 — der
subkonfluente Monolayer ist homogen aber noch undiff erenziert; Phase 2 —an Tag 0-20 nach

Erreichen der Konfluenz ist der Mondayer heterogen dff erenziert; Phase 3 — nach mehr als
30 Tagen nach Erreichen de Konfluenz ist der Monolayer homogen polarisert und
differenziert [42]. CaCo-2 Zdllen sind reine asorptive Zellen, das heil¥ sie produzieren und
sezernieren keinen Mucusim Gegensatz zu den HT29 Zellen.

CaCo-2 Zdlen exprimieren verschiedene aktive dinndarmspezfische Transporter und
Carrier: zum Beispie den Di/Tripeptidtransporter [43,44]] und den Gall ensdure-Transporter
[45]. AulRerdem konnten in der apikalen Membran p-Glykoprotein und MRP, nachgewiesen
werden [46,47,48].

Zichtet man CaCo-2 Zellen auf Nitrozdlulose- oder Polycarbonatfiltern an, bilden sie
konfluente Monolayer mit tight junctions zwischen benachbarten Zellen, die dem
Dunndarmepithd stark @hneln. Sie differenzieren und polariseren unter Kulturbedingungen
spontan ohne Zusatz spezeller Induktoren [49,50].

Die CaCo-2 Zdlkultur ist gegenwartig das am besten charakterisierte und am haufigsten
angewandte Moddl fir Absorptionsdudien unter den gangigen Zdllinien [51].
Ubereinstimmung herrscht in der Literatur Uber den Wert des CaCo-2-Zellmodels fiir die
Bestimmung der passven Absorption von Wirkstoffen. In verschiedenen Studien wurden die
in CaCo-2 Zédlen gefundenen Werte mit Daten aus Tierversuchen oder Humanstudien
verglichen und eine sehr gute Korrelation gefunden [52,53,54,55,56,57,58,59]. Weitere
Vorteile des CaCo-2 Models snd zudem der geringe Wirkstoffbedarf und die gute
Standardisierbarkeit. Aktive Transportprozesse verlangen eine genaue Charakterisierung der
beteiligten Transporter und deren Funktion. Dann liefert das CaCo-2 Modell auch hier gute
Ergebnisse [60]. Insgesamt ist das CaCo-2 Zellkulturmodell ein gutes Screening System, um
die Permeabilitét neuer Substanzen vorherzusagen, und hilft damit, die Zahl der Tierversuche
Zu verringern.

1.2.1.4 Mucusdiffusionsmodelle

Um den Einflul der Mucusschicht auf die Absorption zu untersuchen, sind verschiedene
Diffusions- oder Dialysesysteme entwickelt worden.

Tuner e al. [61] entwickdten en Membranmodell, bei welchem sich rativer
Schweinemagenmucus zwischen zwei Polycarbonatmembranen befindet. Die 1mm dicke
Mucus<hicht trennt zwel Kompartimente, die mit konstanter Ruhrfrequenz gertihrt werden.
Cheanaet al. [62] bedienten sich eines Kapillarsystems, bel dem sich der Mucus mit dem zu
untersuchenden Stoff in einem 2 cm langen Kapill arsystem befindet, dessen Enden an beiden
Seiten mit einer Membran verschlossen sind. Die Substanz diffundiert dann aus dem Mucus
in eine geriihrte Lésung. Verwendet wird auch hier Schwel hnemagenmucus.

Das Mucuddiffusonsmodell von Nimmerfal und Rosenthaler [63] verwendet
Intestinalmucus. Es handelt sich hierbei um ein Dreikompartimentmodell, in welchem sich
eine 500 um dicke Mucusschicht befindet. Dies entspricht der Dicke der physiologischen
Mucusschicht. Die mit diesem Modell ermittelten Massenflisse korrelieren mit in vivo Daten
aus Tierversuchen.

1.2.2 In-sSitu- und in- vivo- Modelle

In-situ Modelle simulieren die Absorption von Wirkstoffen an narkotisierten Versuchstieren,
zumeist Ratten. Im Gegensatz dazu werden in vivo Studien immer an unnarkotisierten
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Versuchstieren oder Probanden durchgefihrt. Zumeist handelt es sch dabe um
Bioverflgbarkeitsdudien.

In-situ und ganz besonders in vivo Modelle kénnen de tatschlichen Vorgange im Magen-
Darm-Trakt in seiner Gesamtheit, dal3 heif3t unter Berlicksichtigung aler Barrieren und
physiologischen Gegebenheiten wiederspiegeln, arbeiten aber trotzdem unter standardisierten
Bedingungen. Bei den in den vorangegangenen Abschnitten genannten Modellen wurden
dagegen immer nur einzd ne Aspekte des Absorptionsprozesss berticksichtigt.

Bel den klasgschen in-situ Modellen unterscheidet man Perfusionsmodelle des Diinndarms
und Perfusionsmodell e der Geféfie.

Bioverfligbarkeitsdudien an Kleintieren, wie a1m Beispidl Ratten, kdnnen auch unter in-situ
Bedingungen durchgefuihrt werden. Dabei wird der narkotisierten Ratte entweder die Substanz
per Schlundsonde verabreicht oder direkt in den Darm gespritzt. In bestimmten
Zeiti ntervallen werden Blutproben aus der Schwanzvene oder der Hal svene entnommen.
Ublich ist alerdings, mit unnarkotisierten Tieren bzw. Probanden, das heif3t unter in vivo
Bedingungen zu arbeiten [64].

1.3 Absorptionsenhancer

Ob Wirkstoffe gut oder schledt absorbiert werden, héngt entscheidend von
Moleklleigenschaften ab wie:

e der Lipophilie bzw. Hydrophilie des Molekils,

e dem Molekulargewicht,

* der Ladung des Molekills,

e der pH-Stabilitét,

» der Empfindlichkeit gegentiber abbauenden Enzymen und

» der Affinitat des Molekuls gegentiber den apikalen Eff luxpumpen

Um die Wirkstoffabsorption zu verbessern, kdnnen einerseits chemische Veranderungen am
Wirkstoff molekil, wie Erhéhung der Lipophilie, Schutz vor enzymatischem Abbau oder
Ausnutzung des Prodrugprinzips vorgenommen werden, oder es kénnen dem Wirkstoff
Absorptionsenhancer zugesetzt werden.

Absorptionsenhancer ermdglichen oder erleichtern de Aufnahme des Wirkstoff molekiils
duch das Darmepithe in den Blutkreisauf. Im weteren Sinne werden auch
Enzyminhibitoren wie B-Ladamase-Inhibitoren oder andere Proteaseinhibitoren zu den
Absorptionsenhancern gezahlt [65].

1.3.1 Eintellung der Absorptionsenhancer

Die Absorptionsenhancer konnen unter Berticksichtigung der chemischen Struktur grob in
funf Gruppen eingeteilt werden [65]:

e Chdatoren

e Tenside

o Gallensauren
» Fettsduren

* Nicht oberflachenaktive Substanzen
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1.3.2 Wirkungsweisen und Toxizitat von Absor ptionsenhancern

Absorptionsenhancer verbessern oder ermdglichen de Aufnahme enes Wirkstoffes in den
Blutkreislauf durch das Darmepithel je nach ihren Molekilel genschaften und Strukturen nach
unterschiedlichen M echanismen.

Mogdliche Wirkprinzipien sind dabei:

* Herabsetzung der Viskositdt oder Elastizitét der Mucusschicht durch Veranderung der
rheol ogischen Eigenschaften des Mucusgels

e Erleichterung des transzdlulégren Transports durch Erhohung der Fluiditét der
Lipiddoppelschicht oder durch Interaktionen mit Protein- oder Lipidbestandteilen der
Membranen.

« Erleichterung des parazdliularen Transports durch Offnen der tight junctions
hervorgerufen duch Komplexierung van Ca® lonen oder durch Interaktion mit
Makromolekilen im Bereich der tight junctions.

* Umgehung der enzymatischen Barriere durch Inaktivierung metabolisierender Enzyme.

»  Erhohung der thermodynamischen Aktivitéat der Wirkstoffe [65)].

Der absorptionsverbessernden Wirkung der einzdnen Enhancer liegen zumeist verschiedene
Wirkprinzipien zugrunde.

Die meisten Absorptionsenhancer weisen ein erhdhte Toxizitét fur das Dinndarmepithel auf.
Je wirkungsvoller eine Substanz die Aufnahme enes Wirkstoffes verbessert, desto hoher ist
in den meisten Falen auch ihre Toxizit&t. Dabei kommt es zum Verlust der Mikrovilli bis hin
zu elner teilweisen Abldsung des Epithels.

1.3.3 Kritische Mizellbildungskonzentration (CMC)

Ein grof3er Teil der in der Literatur beschriebenen Resorptionsenhancer und die im Rahmen
dieser Dissrtation untersuchten Gallensalze sind oberflachenaktive Substanzen. Fir
oberfachenaktive Substanzen ist die kritische Mizdlbildungskonzentration eine wichtige
Kenngrolie.

Gibt man kieine Mengen |6slicher amphiphiler Molekile in Wasser, dann |6st sich ein Teil als
Monomer. Der andere Teil bildet einen Monolayer an der Wasser-Luft-Grenzflache. Die
Molekile des Monolayers gehen dabei im Gleichgewicht mit den gel6sten Monomeren. Aus
jeder Monomerenkonzentration resultiert eine bestimmte Oberflachenspannung. Wenn de
Monomerenkonzentration einen kritischen Wert ereicht, beginnt mit jedem welteren
zugesetzten Amphiphilmolekil die Bildung von Aggregaten den sogenannten Mizdlen.
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Abb.6 Schematische Darstellung der Mizdlbildung [129]

Mizdlen werden definiert als thermodynamisch stabile kolloidale Aggregate, die von
amphiphilen Molekilen spontan Uber einen engen, definierten Konzentrationsbereich, der
sogenannten kritischen Mizdlbildungskonzentration (CMC), und bei einer Temperatur Uber
der kritischen Mizdlbildungstemperatur (CMT) gebildet werden [66]. Unterhalb der CMT
bildet das Tensidmolekil unlésliche Kristalle. Die CMT ublicher nichtionischer Tenside und
Gallensduren liegt unterhalb 0°C. Bel der Mizdlbildung ionischer Verbindungen spielt auch
der pH-Wert der Losung ein Rolle. Der CMpH beschreibt einen engen pH-Bereich unterhalb
dem Detergentien in einer bestimmten Konzentration als unlésliche Verbindungen vorliegen
und oberhalb dem diese gel6st spotan Mizdlen bilden.

Die CMC eines Tensids ist umso niedriger, je hydrophober das Molekil ist. Verzweigungen
in der hydrophoben Kette oder Doppelbildungen erhéhen de Lipophilie und erniedrigen die
CMC. Die hydrophoben Molekllbereiche befinden sich im Inneren der Mizdle. Die
hydrophilen Anteile ragen aus ihr hinaus. Durch elektrostatische Abstol3ungen zwischen den
hydrophilen Kopfgruppen kann de Aggregation erschwert werden. Daher haben ionische
Tenside meist eine héhere CMC a's nichtionische.

Einfluld auf die CMC haben neben Temperatur und Molekilstruktur auch die lonenstérke des
Wasss, der pH-Wert und Lésungsmittel, wie B. Alkohol. Elektrolyte und Substanzen, die
die Struktur des Wasser brechen, zum Beispie Harnstoff, erniedrigen de CMC.

Die Anzahl der Molekile, die sich zu Mizdlen aggregieren, ist abhangig vom betradchteten
Tensid und unterliegt auch dort geringen Schwankungen. Sie reicht von 2 his zu 200
Moleklilen. Nichtionische Tenside haben zumeist ene niedrige CMC und hohe
Aggregationszahlen, wohingegen ionische Tenside hohe CMC und niedrige
Aggregationszahlen aufweisen [66].

Die CMC kann auf verschiedene Arten bestimmt werden. Die gebréuchlisten sind:
konzentrationsabhangige Mesaung der Oberflachenspannung, der Leitfahigkeit oder der
Lichtbrechung.

1.4 Gallensauren

1.4.1 Vorkommen und Aufgaben im Organismus

Die Gallensduren als Bestandtell der Gallenflissgkeit werden in der Leber aus Cholestrol
gebildet. Die menschliche Leber sezerniert innerhalb 24 Stunden  500-1000ml
Gallenflissgkeit. Beim Menschen wird de in der Leber gebildete Lebergalle in der
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Gallenblase gesammelt. Die Gallensauren machen mit etwa 7,5% nach Wassr den
zwetgroften Bestandteil der Blasengalle aus. Weitere wichtig Gallenbestandteile sind
Phosphoalipide (Lecithin), Cholesterol und Gall enfarbstoffe.

Galle ist dem Blutplasma anndhernd isoton, der pH-Wert liegt zwischen 7,4 und 85.

Zusammensetzung des Gall ensalzpool des Menschen nach [67]:

Anteilige Umsatz- | Tagliche

Gallensalz Poadlgrofe Rate Neusynsthese
[mg] [/d] [mg]

Cholat 500-1500 0.2-0.5 180-360
Desoxycholat 200-1000 0.2-0.3
Chenodesoxycholat | 500-1400 0.2-0.3 100-250
Lithocholat 50-100 1.0
Gesamt 1250-4000 280-610

Gallensduren und Phospolipide bilden in der Gallenfliissgkeit gemischte Mizdlen, die das
unldsliche Cholesterol solubilisieren. Das physiologische Gewichtsverhdltnis ist dabei:
Cholesterol:Phospholipid:Gallensdure = 1:3:15-20.

Langsschnitt

Querschnitt

Abb. 7: Schematische Darstellung einer Mischmizdle aus Gallensalz, Cholesterol und
Lecithin [68]

Die Gallensauren sind amphiphile, oberflachenaktive Substanzen. lhre Hauptaufgabe im
Organismus igt die Solubilisierung von Nahrungsfetten. Dabel werden sie ainachst an die
Oberflache von Triglyceriden adsorbiert und hlden mit Hilfe der Phospholipide und
Cholesterol stabile Emulsionen, die dann in gemischte Mizdlen tbergehen. Fettabbauende
Enzyme aus der Bauchspeicheldrise (Lipasen) zelegen de Triglyceride in Fettsduren und
Monoglyceride. Phospholipide, Chdesterol, Monoglyceride und Gallensauren hilden
gemischte Mizdlen und diffundieren an die Darmwéande. Die Mizdlen erleichtern den
Diffusionsprozeld und erméglichen den Transport der Nahrungfette durch die unstirred-water -
layer an de Enterozytenoberflache. Dort werden de Nahrungsfette in Chylomikronen und
VLDL gespeichert und tber die Lymphe weitertransportiert. Gall ensauren, Cholesterol und
Phospholipide werden wieder in das Darmlumen abgegeben. Auf diese Art ist der
Gallensaurepod in der Lage, ein 25faches sines Gewichts an Nahrungsfett zu
transportieren. Der Transport fettloslicher Vitamine efolgt auf demselbem Wege.
Gallensduren aktivieren zusétzlich die Pankreaslipase und de Cholesterinesterase und fordern
damit den enzymatischen Aufschlul3 der Nahrungslipide. Ferner regen sie die Gall ensekretion
durch die Leber an. Mit der Gallenflisdgkeit werden zahlreiche Medikamente, Gifte,
Schwermetalle, Bilirubin und Hormonmetabolite in den Intestinaltrakt ausgeschieden. Die
Galletragt also auch zu Entgiftung des Organimus bei [69].
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1.4.2 Primére und sekundare Gallensauren

Cholsdure und Chenodesoxycholsdure sind piméare Gallensduren, die in der Leber aus
Cholesterol gebildet werden. Das Grundgertst der nattrlichen Gallensauren ist die 53-
Cholansaure.Die Ringe A und B des Grundgertists snd bei Gallensauren gewohnlich cis
verknipft. Das Wassrstoffatom an C4 ist dadurch axial angeordnet. Die natirlichen
Gallensduren sind Mono-, Di- oder Trihydroxyderivate dieses Cholansduregeriists

Sekundare Gallensauren wie Deoxy- und Lithocholsaure sind bekterielle Abbauprodukte der
priméaren Gallensduren [70]. Cholsdure und Chenodesoxycholsaure werden im Darm
bakteriell dekonjugiert und an C7 zu Desoxy- bzw. Lithocholsdure dehydroxiliert.

1.4.3 Gallensiduren als natiirliche Surfactants

Die Hauptaufgabe der Gallensauren im Organismus ist die Solubiliserung von
Nahrungslipiden. Gallensduren sind natirliche Amphiphile. Das Molekll besitzt eine polare
und eine apolare Seite. Aufgrundihres amphiphilen Charakters snd sie oberflachenaktiv und
bilden oberhalb ihrer CMC Mizdlen. Gallensduremizdlen urterscheiden sich deutlich von
denen der ionischen oder nichtionischen Tenside: die Zusammenlagerung zu Aggregaten
erstreckt sich Uber einen Konzentrationsbereich, eine definierte CMC gibt es nicht. Die
Aggregationszahl der Gallensduremizdlen schwankt von 2-9. Wahrscheinlich assziieren de
Molekile, in dem sie sich mit ihren hydrophoben Bereichen Ricken an Ricken
zusammenlagern und die hydrophilen Tell e nach auf3en stredken. Diese sogenannten primaren
Mizdlen kénnen sich weiter zu sekundéaren Mizdlen asziieren. Die genaue Struktur dieser
sekundéren Mizdlen ist nicht bekannt [71].

PRIMARY SECONDARY

Longitudinal
section

Hydrogen
Cross bonding

section % : % %@

Aggregation L o
ikiter 2-10 12-100

Abb. 8 Wahrscheinliche Struktur primérer und sekundérer Gall ensalzmizelen nach [71]

Fur die CMC und de Tensideigenschaften spielt die Struktur der Gallenséure ene grofe
Rolle. Dihydroxygallensduren wie Desoxycholsaure und Chenodesoxycholsaure haben
aufgrund ihrer groReren Lipophilie ene niedrigere CMC als Trihydroxygallensduren wie
Cholséaure. Der Einfluf3 der Lipophilie auf die CMC wird besonders deutlich, vergleicht man
Urso- und Chenodesoxycholsdure. Diese unterscheiden sich nur in der Konfiguration der OH-
Gruppe an C7. Bel Ursodesoxycholsdure ist diese [-konfiguriert, was das Molekil
hydrophiler macht. Daraus resultiert eine aveimal héhere CMC.

Konjugation mit Taurin oder Glycin hat keinen drekten Einflul3 auf die CMC. Durch de
Erniedrigung des pks der jewelligen Séure wird der pH-Bereich erweltert, in dem die
Gallensdure als Anion geldst vorliegt. Unkonjugierte Gallensauren fallen bel pH-Werten um 7
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as frele Sauren aus. Das heildt: konjugierte Gallensauren kdnnen Uber einen weiten pH-
Bereich Mizdlen bilden.

Gallensdure OH-Gruppen Loslichkeit in|CMC in Wassr | pks
Wass [uM] * | [mM]

Lithocholat 3a 0.05 5.03

Desoxycholat 30,120 28 10 53

Glycodesoxy- 3a,12a 6 6 4.69

cholat

Taurodeoxy- 3a,12a 6 193

cholat

Chenodesoxy- 3a,7a 27 9 5.88

cholat (CDCA)

Glyco-CDCA 3a,7a 7 6 4.23

Tauro-CDCA 3a,7a 7

Ursodesoxy- 30,73 9 19 5.08

cholat (UDCA)

Glyco-UDCA 30,78 3 12

Tauro-UDCA 30,78 8

Cholat 3a,70a,12a 273 13 4.98

Glycocholat 3a,70,12a 32 12 3.95

Taurocholat 3a,70,12a 10 1.85

Physikochemische Eigenschaften natiirli cher Gall ensduren [72].

*: Die Loslichkeit der unkonjugierten Gall enséuren wurde bei pH 3 bestimmt, die der Glycinkonjugate bei pH 2.
Das heil¥, die Werte in der Tabelle stellen de Léslichkeit der freien Séure dar. Die Loslichkeit der
Taurinkonjugate konnte nicht bestimmt werden. [73]

1.4.4 Gallensduren als Resor ptionsenhancer

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dal3 Gallensalze in Konzentrationen unterhalb ihrer CMC
die Membranpermeabilitét erhthen und in héheren Konzentrationen zur einem Aufrei3en der
Membran und Solubilisationihrer Bestandteile fihren.

Im Unterschied zu anderen Detergentzien werden Proteine dabel nicht denaturiert [66,74].
Gallensalze wie Chenodesoxycholat, Desoxycholat, Ursodesoxycholat, Cholat und
Taurocholat sind in zahlreichen Studien as Resorptionsenhancer eingesetzt worden
[75,76,77,78,79,80,81,82,83].

Dabee hat sich gezegt, dad3 Monohydroxygallensaze (Lithocholat) bessre
Resorptionsenhancer sind als Dihydroxygall ensalze (Chenodesoxycholat, Desoxycholat) und
diese wiederun bessre Enhancer sind als Trihydroxygallensalze (Cholat), dal3 aber die
Toxizitét fur das Epithe die gleiche Reithenfolge aufweist. Ein Gallensalz ist ein um so
besserer Resorptionsenhancer, je hydrophober das Molekil ist. Ursodesoxycholat ist aufgrund
seiner hoheren Hydrophilie (s. 14.1.3) en deutlich schlechterer Enhancer als
Chenodesoxycholat. Konjugation mit Taurin oder Glycin erhoht ebenfall s die Hydrophilie des
Molekuls und verringert die aufnahmeverbessernde Wirkung.
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145 Toxizitat

Chenodesoxycholat und Ursodesoxycholat werden in Dosen his zu 1g/Tag zur
medikamentdsen Auflésung von Gallensteinen verabreicht. Die haufigste Nebenwirkung ist
Diarrhoe, diein der Therapie mit CDCA bei 50% der Patienten auftritt. CDCA verhindert die
Wassrruckresorption im Colon und induziert Wasser- und Elektrolytsekretion [84]. Die im
Tierversuch beobachtete Hepatotoxizitéat konnte beim Menschen nicht nachgewiesen werden.
Konzentrationsabhangig und abhangig von der Hydrophobizitét des Molekils verhindern
Gallensdlze die Rickresorption von Wasser und Elektrolyten (vor alem Na')
[85,86,87,88,89,90]. Gallensduren, alen voran de sekundéren Gallensauren Litho- und
Desoxycholsaure, werden als Kokanzerogene angesehen. Lithocholséaure ewies sch im
Tierversuch als mutagen [91,25]. Das Auftreten von Karzinomen des Kolons geht in
Verbindung mit Nahrung, die reich an tierischen Fetten ist. Diese fuhrt wiederum zu einer
erhdhten Gallensduresekretion. Dadurch werden vermehrt sekunddren Gallensduren mit
kokarzinogenen Potential gebildet. Durch die schadigende Wirkung dieser Gallensaure auf
das Kolonepithd kommt es zu vermehrter Zellproliferation und Mutationen in desem
Gewebe. Fettreiche Kost verlangsamt die Magen-Darm-Passage des Nahrungsbreis. Das
Kolonepithel ist damit dem schadigendem Einflul? der Gallensalze langer ausgesetzt [92].
Dartiber hinaus schadigen Gallensalze wie CDCA und DOC nachweislich die DNS und
fordern damit Mutationen im Kolongewebe [93].

1.4.6 Synthetische Gallensauren

Mal3geblich fur die Toxizitét der Gallensalzeist neben der Lipophilie des Molekils vor alem
die Bildung sekundérer Gallensalze durch bakteriellen Abbau. Deshalb ist ein Bestreben bei
der Entwicklung synthetischer Gallenséuren, das Molekil gegen bekteriellen Abbau zu
schiitzen. Konjugierte Gallensalze sind keine Substrate der bakteriellen 7a- Dehydroxylase
[94]. Bestimmte intestinale Bakterienstdmme sind in der Lage, die Amidbindung der
Seitenkette aufzuldsen und Gallensduren zu dekonjugieren. Eine synthetische Gallensaure
sollte somit eine sterisch geschiitzte Amidbindung in der Seitenkette aifweisen, um so gegen
bakteriellen Abbau geschiitzt zu sein.

Cholylsarcosin, ein Konjugat der Chaaure mit Sarcosin (N-Methylglycin) verflgt Uber eine
sterisch geschiitzte Seitenkette und wird nicht bakteriell dekonjugiert oder 7a-dehydroxyliert,
bildet also keine sekundéaren Gallensalze.

Strukturformel Cholylsarcosin

Entwickelt wurde e zur Gallensduresubstitutionstherapie bel Fettmalabsorptionsyndrom
aufgrund von Mangel an natiirlichen Gallensduren.
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Cholylsarcosin (CS) mit einer CMC von 11 mmol/I und einem pks-Wert von 37 hat dhnliche
Eigenschaften wie Glycocholat, eine nattirliche Gallensaure. Es fordert die Lipolyse und hat
eine vergleichbare Kapazitét, Nahrungsfette au solubilisieren. Im Colon verursacht es keine
Wasser- oder Elektrolytsekretion. Es ist nicht hepatotoxisch. Es lubilisert Cholesterol in
der Galle und hat dabei eine dnliche Kapazitét wie Taurocholat [95,96,97,98,99].
Cholylsarcosin ist in seinen physikochemischen und physiologischen Eigenschaften den
natirlichen Konjugaten der Cholsdaure sehr &dhnlich. Seine resorptionsverbessernden
Eigenschaften sind noch nicht untersucht worden.

1.5 Modéelpeptide

Fur die Resorptionsversuche wurden zwei therapeutisch relevante Peptide engesetzt, ndmlich
das Somatostatinanalogan Octreotid und das V asopresgnanalogan Desmopressn.

15.1 Octreotid

Octreotid ist ein Analogan des Hypothalamus-Hormons Somatostatin. Esist im Gegensatz zu
diesem weitgehend inert gegen protelnmetabolisierende Enzyme.

Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

Somatostatin

H- (D)PheCys—Phe(D)Trp—Lys—Thr—CyLThr(oI)
Octreotid

Octreotid ist ein cyclisches Octapeptid mit einem Molekulargewicht von 1019 Dalton. Seine
formale Ladung betragt +2. Es bindet an neutrale und negativ geladene Membranen [103].

Es delt eine Abwandlung des aktiven Zentrums Phe-Trp-Lys-Thr des nativen Somatostatin
dar. Somatostatin  bewirkt in  der Hypophyse é@ne Unterdrickung der
Wadstumshormonsekretion. Dartiber hinaus hemmt es die glucosestimulierte Auschittung
von Insulin. Durch de strukturelle Veranderung weist Octreotid eine hGhere Selektivitét fir
die Wachstumshormonhemmung auf. Erst in hohen Dosen komnmt es zusétzlich zu einer
Beanflusaung der Insulinsekretion. Octreotid hat eine deutlich langere Plasmahal bwertszeit
von 90 min nach i.v. Infusion als Somatostatin mit 2 min [100]. Octreotid wird im
Gastrointestinaltrakt resorbiert. Die Bioverfugbarkeit im Menschen liegt bel 0,3%. Die oral
erreichbare Bioverflgbarkeit ist allerdings zu gering, um therapeutische Effekte au erzielen
[101,102]. Octreotid ist als Sandostatin(] in parenteralen Formulierungen auf dem Markt.
Somatostatin und Octreotid haben ein breites Wirkungsspektrums. Sie wirken sowohl auf das
neuroendokrine System als auch im Gastrointestinaltrak.
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15.2 Desmopressin

Desmopressn ist ein Analog des Hypophysenhinterlappenhormons Vasopressn oder
Adiuretin. Es wurde in den 60er Jahren von ener tschediischen Arbeitsgruppe entwickelt

[104.

Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH>

natrliches Arginin-Vasopressn

I |
Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH,

natlrliches Lysin-Vasopressn

S(CHy),-CO-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-(D)Arg-GlyNH

Desmopressn ( 1-desamino-8-D-arginin-vasopressn)

Die natlrliche Aufgabe des Vasopressn besteht darin, die Harnkonzentrierung in der Niere
durch Ruckresorption van Wasser zu férdern. Daftr sind geringe Dosen erforderlich. In
hoéheren Dosen bewirkt es eine Kontraktion sémtlicher glatter Muskeln. Dadurch kommt es zu
einer Erhdhung des Blutdrucks, Steigerung der Darmperigtaltik und einem erhdéhten Tonus der
Gallen-und Harnwege. Zusétzlich stimuliert es Gber einen unbekannten Medanismus die
Bildung des Blutgerinnungsfaktor VIII.

Desmopressn ist aufgrund seiner strukturellen Veranderungen weitgehend inert gegen
proteol ytische Enzyme und hat damit eine hohere Plasmahal bwertszeit [105. Aul3erdem weist
es eine grolRere Selektivitdt im Hinblick auf die atidiuretische Wirkung auf. Es hat nahezu
keine Wirkung auf die glatte Muskulatur und damit auf den Blutdruck. Lysin- und
Argininvasopressn haben ein Antidiurese/\Vasopresson - Verhdtnis von 1. Desmopressn
von 79 in niedrigen Dosen und 2%0-4500 in héheren Dosen [106)].

Desmopressn kann nasal und oral verabreicht werden [107]. Die Bioverflgbarkeit nach
oraler Gabe liegt bel 0,19% , bei nasaler Applikation bei 3-4%. Die Wirkung halt 12 Stunden
an. Klinisch wird Desmopressn zur Behandlung von Diabetes insipidus und seit kurzen auch
be leichten Fallen von Hamophilie A eingesetzt. Auf dem Markt ist Desmopressn als

Tablette, parenterale Zubereitung und Nasenspray (MinirinQJ).
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16 Zielsetzung

Ziel dieser Dissrtation ist es zu untersuchen, ob Cholylsarcosin, eine synthetische
Gallensdure, als Resorptionsenhancer fir die Aufnahme von Peptidwirkstoffen aus dem
Gastrointestinaltrakt geagnet i<t.

An CaCo-2 Zdlen soll die Permeabilitét von Modellpeptiden in An-und Abwesenheit von
Cholylsarcosin bestimmt werden.

Im Tierversuch <sollte die Bioverfiigbarkeit von Modélpeptiden mit und ohne
Gallensalzzusatz bestimmt werden.

Vergleichend dazu sollen natiirliche Gallensalze wie Chenodesoxycholat, Ursodesoxycholat
und Taurocholat auf ihre resorptionsverbessernden Eigenschaften untersucht werden.

Ein weiterer Schwerpunkt liegt in der Untersuchung der Zytotoxizitat von Cholylsarcosin und
natirlicher Gallensalzen an CaCo-2 Zellen mit Hilfe geeigneter Methoden.

Schliefdlich sollen Untersuchungen zum Wirkungsmedanismus der Gallensalze durchgeftihrt
werden. Dazu soll

der Einfluld der Gall ensalze auf den parazdluléren Transportweg

Interaktionen der Pepitde und Gall ensalze mit M odell membranen im Langmuir-Adam-Trog
der Einflul3 der Gall ensalze auf den Ordnungszustand der epithelialen Zell membran

der Einflufd der Gall ensalze auf die Wirkstoff diffusion durch de intestinale Mucusschicht
untersucht werden.

Abschlief3end soll das resorptionsverbessernde Potential der einzdnen Gallensalze und deren
Toxizitat im Hinblick auf einen mogichen Einsatz in der Pharmakotherapie beurteilt werden.

Als Modéll peptide werden Octreotid und Desmopressn ausgewahlt.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Substanzen

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

In Tabelle 2.1 und 22 sind ale in Rahmen dieser Dissertation verwendeten Chemikalien,
Puffer und Medien aufgelistet.

Tabelle 2.1: Chemikalien urd Reagenzien

Bez. Substanz Qualitat Hersteller
[C] Octreotid . Novartis, Basel, (CH)
[**C] PEG 4000 Polyethylenglykol 4000 1,85 MBg/ml  Amersham  Pharmacia
50 uCi/ml Biotech
Ameisensiure p. a Merck, Darmstadt (D)
Arginin-8-[tyrosyl- 9,25 MBg/ml Amersham,
*H]-vasopressn 250 pCi/ml Braunschweig, (D),
BSA Albumin aus Fluka, Buchs (CH)
Rinderserum
C2HsOH Ethanol 96% Theoretikum,
Heidelberg (D)
CaCl, x 2 H,0O Calciumchlorid-dihydrat p.a Riedel de Haen,
Seelze (D)
Carboxyfluorescein-  5-Carboxyfluoreszen 99% Sigma, Deideshofen (D)
Na
CH3;COOH Essgsaure p. a Merck, Darmstadt (D)
Chenodesoxychol- p.a. Fak Freiburgi. B. (D)
sdure
Chloroform p. a Merck, Darmstadt (D)
Cholylsarcosin-Na p.a Diamalt, MUnchen (D)
Desmopresgnacetat  [deamino-Cys-D-Arg8]- Sigma, Deideshofen (D)
V asopressnacetat
DMPC DL-a-Dimyristoyl- Avanti Polar Lipids,
phosphatidylcholin Alabaster (Al, USA)
DMSO Dimethylsulfoxid p. a J.T. Baker,
Deventer (NL)
DOPC 1,2-Dioleyl-SN-glycero- Avanti Polar Lipids,
3-phosphatidylcholin Alabaster (Al, USA)
DPH 1,6-Diphenylhexatrien Sigma, Deideshofen (D)
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Bez. Substanz Qualitat Hersteler
Dulbecco’s Modified Zusammensetzung far die Zdll- Gibco Life Technologies,
Eagle Medium (1X) g Tab. 2.2 kultur, steril Karlsruhe (D)
mit GLUTAMAX[
EDTA Ethylendiamin- p. a Merck, Darmstadt (D)
tetraesggsaure
FD 70 Fluoresze nisothiocyanat Sigma, Deisenhofen (D)
-Dextran 70000
FD-4 Fluoresza nisothiocyanat Sigma, Deisenhofen (D)
-Dextran 4000
FKS Fotales Kéaberserum EG zugelasen, Gibco, Karlsruhe (D)
far die Z€ll-
Kultur, steril
Glucose D(+)-Glucose fur Biochemie Merck, Darmstadt (D)
Glutaraldehyd Glutaraldehyd 25% p. a Merck, Darmstadt (D)
Glycerin Glycerin 8% Ph. Eur. Theoretikum,
Heidelberg (D)
HDAF 5-hexadecanoyl- Molecular Probes
aminofluorescein MoBiTec, Gottingen (D)
Helmanex Tensidlosung Helma, Minchen (D)
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)- Pufferqualitdt ~ Applichem,
piperazin-1- Darmstadt (D)
ethansulfonsdure
Isopropylalkohol p. a Theoretikum,
Heidelberg (D)
KoHPO,4 x 3 H,O Dikaliumhydrogen- p.a Merck, Darmstadt (D)
phoshat-trihydrat
KCl Kaliumchlorid p.a. Ferak, Berlin (D)
KH2PO4 Kaliumdihydrogen- p.a. Gerbu, Gaiberg (D)
phosphat
LDH (LD-L) Enzym- Assay Sigma Diagnostics,
Deideshofen (D)
LDH-Enzym Ladatdehydrogenase 1000U/ml Sigma Diagnostics,
aus Rinderherz Deideshofen (D)
L-Glutamin far L-Glutamin 200mM far die Zdll- Gibco Life Technologies,
DMEM (100X) = 29,2 mg/ml Kultur, steril  Karlsruhe (D)
Methanol p. a Theoretikum,
Heidelberg (D)
MgCl, x 6 H,O Magnesiumchlorid- p.a J.T. Baker,
hexahydrat Deventer (NL)
NaoHPO4 x 2 H,O  Di-Natriumhydrogen- p.a Riedel de Haen,
phoshat-dihydrat Seelze (D)
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Bez. Substanz Qualitat Hersteler
NaH2PO,4 Natrium- p.a. Riedel de Haen
dihydrogenphosphat Seelze (D)
NaCl Natriumchlorid p.a J.T. Baker,
Deventer (NL)
NaHCO; Natriumhydrogen- far Zdlkultur ~ Sigma, Deisenhofen (D)
carbonat
Natrium- 97% Sigma, Deideshofen (D)
Taurocholat
Natrium- 97% Calbiochem,
Ursodesoxycholat Bad Soden (D)
Natriumazid Riedel de Haen,
Seelze (D)
Natrium- 97% Sigma, Deideshofen (D)
Chenodesoxycholat
Natriumcholat 98% Fluka,Buchs (CH)
Natrium-Pyruvat Natirumpyruvat far die Zdll- Gibso Life Technologies,
MEM 100 mM kultur, steril Karlsruhe (D)
Natriumzitrat Sigma, Deideshofen (D)
NBD-Octreotid Octreotid NBD gelabelt Novartis, Basdl (CH)
Nembutal Pentobarbital-Na USP Abbot, North Chicago,
50 mg/ml IL (USA)
Nichtesentielle Zusammensetzung far die Zdll- Gibso Life Technologies,
Aminosauren MEM g Tap. 2.2 kultur, steril ~ Karlsruhe (D)
(100X)
Octreotid p.a Novartis, Basdl, (CH)
Paraformaldehyd p.a Merck, Darmstadt (D)
Penicillin- Penicillin 10000 IU/mL  steril Gibco Life Technologies,
Streptomycin Streptomycin 10000 Karlsruhe (D)
UG/mL
Phalloidin-FITC Phall otoxin FITC Sigma, Deideshofen (D)
gelabelt
PreMix WST-1 4-[3-(4-iodophenyl)-2-  steril TaKaRa  Biomedicds,
(4-nitrophenyl)-2H-5- Grennevilliers (F)
tetrazolio]-1,3-benzen-
disulfonat (WST-1) und
NAD"
Propidiumiodid 95% Sigma, Deisenhofen (D)
Protein-Assay || Biorad, Munchen (D)
Puragel Gelatine Rousslot, SKW
Biosystems,
Dussedorf (D)
Reinstwassr Wass aus Hauseigene Anlage

Reinstwassranlage
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Bez. Substanz Qualitat Hersteller

Saacharose p.a. Sigma, Deideshofen (D)

Triton” X-100 Merck, Darmstadt (D)

Trypanblau 70% Sigma, Deideshofen (D)

Trypsin-EDTA 0,59 Trypsin (1:250) far die Zdll- Gibco Life Technologies,

(10X) 0,29 EDTA pro Liter  kultur, steril Karlsruhe (D)

Ultima Gold Szintill ationscocktail Padkard, Groningen (NL)

Ursodesoxychol - p.a. Fak, Freiburgi. B.(D)

sdure

Vectashield” Eindedkmedium far Linaris, Wertheim-
Fluoreszenzmikroskopie Bettingen (D)

Wassr bidestilliertes Wassr hauseigene Destille

Zitronensaure- Sigma, Deideshofen (D)

Monohydrat




Materialien und Methoden 24

Tabelle 2.2: Medien urd Pufferlésungen

Bezeichnung AbK. Zusammensetzung

Dulbecco’'s modified Eagle DMEM CaCl,*2 H0 264 mg

Medium Fe(NO3)*9 H,0 0,1 mg
KCl 400 mg
MgSO4* 7 H,O 200 mg
NaCl 6400 mg
NaHCO3 3700 mg
NaH,PO4*2 H,0O 141 mg
D-Glucose 4500 mg
Phenolrot 15 mg
L-Arginin HCI 84 mg
L-Cystin 48 mg
L-Alanyl-L-Glutamin 862 mg
Glycin 30 mg
L-Histidin-HCI 42 mg
L-Isoleucin 105 mg
L-Leucin 105 mg
L-Lysin HCI 146 mg
L-Methionin 30 mg
L-Phenylalanin 66 mg
L-Serin 42 mg
L-Threonin 95 mg
L-Thryptophan 16 mg
L-Tyrosin 72 mg
L-Valin 94 mg
Vitamine 31,6 mg
Wassr ad 1000 ml

Einfrieermedium fur CaCo-2 Dulbecco's modified Eagle 133 ml

Zellen Medium mit GLUTAMAXD
Nichtesentielle 1,75 mi
Aminosauren 1,75 ml
L-Glutamin 1,75 ml
Na-Pyruvat 1,75 ml
Penicilli n-Streptomycin® 175 ml
Fetales Kalberserum 50 mi
DMSO ad 250 mi

Esdgsaure 3N Esdgsaure 18 g
Wassr ad 100 ml
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Bezeichnung AbK. Zusammensetzung
Hank' s balanced salt solution HBSS NaCl 80 g
pH 7,4 KCl 04 g
KH,PO,4 0,06 g
NaHPO, 0,05 g
Glucose 10 g
MgCl, x 6 H,0* 0,25 g
CaCl, x 2 H,0° 021 g
Wassr® ad 1000 ml
Hank' s balanced salt solution HBSS Ca-/Mg- NaCl 80 g
pH 7,4; C&®*-, Mg**-frei frei KCl 04 g
KH,PO,4 0,06 g
NaHPO, 0,05 g
Glucose 10 g
Wasser® ad 1000 ml
'HEPES-Puffer 10mM HEPES B NaCl 394 g
pH 7,4 HEPES freie Sdure 1,19 g
Reinstwassr® ad 500 ml
Kaliumphosphat-Puff er K2HPO4 705 g
50 mM, pH 7,4 KH,PO,4 1,29 g
Wassr bidest. ad 1000 ml
LDH Reagenz LDH-R Ladat 50,0 mMoal
NAD+ 7,0 mMol
Puffer pH 8,9 ad 20,0 ml
Natriumazid 05 %
Mc-llvaine Zitrat-Puffer pH6 MICB NagHPO,4 6,148 ¢
Zitronensaure-Monohydrat 2110 g
Gelatine 15 ¢
Natriumazid 0,15 g
Wasser bidest.” ad 1000 mi
Natriumphosphat-Puff er NaHPO4 575 ¢
50 mM, pH 7,4 NaH,PO4 1,14 g
Wassr ad 1000 ml

! Die Bestandteil e werden mit einem MeRzylinder abgemessen und in eine autoklavierte Glasflasche
sterilfiltriert. Das steril e Kéberserum und gegebenfalls DM SO werden anschli el3end aseptisch zugesetzt.

2 Die Gelatine wird auf wenig ca 50°C heilRes Wasser aufgestreut und quell en gelassen. Die tibrigen
Bestandteil e werden in 90% der Wassermenge gel 6st. Dannwird de Gelatinel 6sung hinzugegeben undder
pH-Wert mit IN NaOH oder 1N HCI eingestellt.

® Die Substanzen werden eingewogen undin 90% der Wassermenge geldst. Danach wird der pH-Wert mit
1IN NaOH oder 1N HCI eingstellt.
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Bezeichnung AbK. Zusammensetzung
Nichtesentielle MEM L-Alanin 890 mg
Aminosauren L-Asparagin 1320 mg
L-Asparaginsdure 1330 mg
L-Glutaminsdure 1470 mg
Glycin 750 mg
L-Prolin 1150 mg
L-Serin 1050 mg
Wassr ad 1000 ml
Phosphatpuffer pH 7,4 PBS NaCl 8,00 g
KCI 0,20 g
NaHPO,4 x 2 H,0 144 g
KH,PO,4 0,20 g
Wasser® ad 1000 ml
Physiologische NaCl 45 g
Kochsalzldsung Wasser bidest. ad 500 ml
Proteinfixierl6sung Paraformaldehyd 349
Glutaraldehyd (25%) 04 mi
Saacharose 34 g
PBS Ad 100 ml
Transportpuffer pH 7,4 TP NaCl 83 g
KCI 023 g
KoHPO,4 x 3 H,O 0,34 g
HEPES 24 g
D-Glucose 0,72 g
MgCl, x 6 H,0O* 0,25 g
CaCl, x 2 H,0™ 0219
Wassr® ad 1000 ml
Triton X 100 Losung Tritond X 100 lg
1% TP ad 100 ml
Trypanblau Losung 0,4% Trypanblau 04 g
PBS ad 100 ml

“erst nach Einstell en des pH-Werts zugeben

® erst nach dem Mg-Salz zugeben.
® zunéchst in 90% der Wassermenge l6sen; pH Wert mit IN NaOH oder 1N HCI auf angegebenen Wert

einstellen.

" Triton X 100unter standigem Riihren in TP 18sen, geg. leicht erhitzen
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Bezeichnung AbK. Zusammensetzung
Zéllkulturmedium far Dulbecco's modiefied Eagle 380 mi
CaCo-2 Zdlen Medium mit GLUTAMAX[
Nichtesentielle 5 mi
Aminosauren
L-Glutamin 5 mi
Na-Pyruvat 5 ml
Penicilli n-Streptomycin® 5 ml
Fotales Kéberseum ad 500 ml
Zitratpuffer 2% Natirumzitrat 29
0,9% Kochsalzldsung ad 100 ml

In Tierversuchen wurden méannliche Wistar Ratten eingesetzt. Diese wurden von der Firma
Boehringer Ingelheim, Ingelheim (D) bezogen.
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2.1.2 Gallensalzlésungen

Alle Gallensalze, die im Rahmen deser Dissrtation untersucht wurden, wurden in Form ihrer
Na-Salze verwendet. Im enzdnen: Ursodesoxycholat-Na, Chenodesoxycholat-Na,
Taurocholat-Na, Sarcosincholat-Na und im Rahmen von Vorversuchen Cholat-Na

Diejeweiligen Losungen wurden mit HEPES B in der gewiinschten Konzentration hergestellt.

2.1.3 Losungen der Modellpeptide

Octreotid urd Desmopressn wurden in Form ihrer Acetatsalze engesetzt.

Die jeweiligen Losungen wurden entweder mit Transportpuffer TP oder HEPES B in der
gewlnschten Konzentration hergestellt. Fir die Transportversuche an den CaCo-2 Zellen und
die Tierversuche wurde ausétzlich der jeweilige Wirkstoff als radioaktiver Tracer zugegeben
(12 nM). Die Lésungen wurden aufgrund der geringen hydrolytischen Stabilitat der Peptide
vor jedem Experiment frisch angesetzt.

214 Losungen der parazeluléaren Marker

Als parazdluldre Marker wurden FITC-Dextran 4000 und Ci4 PEG 4000 e ngesetzt.
FITC-Dextran 4000 wurde als 50 uM-Ldsung in HEPES B hergestellt.

C14 PEG 4000 wurde als 0,5%-ige Losung in Transportpuffer hergestellt. Dies entspricht einer
Radioaktivitét von 3uCi/well.

2.1.5 Carboxyfluoreszeinldsung

Carboxyfluoreszein wurde als Mode lsubstanz fur die Mucusdiffusion eingesetzt. VVerwendet
wurde @ne 1 uM Ldsung in Mc llvaine-Zitrat-Puffer.
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2.2 Gerateund Materialien

2.2.1 Fluoreszenzmikroskop

Als Fluoreszenzmikroskop kam ein Leitz Dialux 22 Mikroskop (Leica Mikrosysteme,
Bensheim (D)) mit folgender Ausdattung zum Einsatz:

* Phasenkontrasteinrichtung

« Objektive 10 x/0,30; 40 x/ 1,3 OI; 100 x / 1,25 Ol

*  Fluoreszenz-Auflichtilluminator 3-A-Ploemopak mit Blau- und Grinfilter

Die Erfasaung der Bilddaten erfolgte mit Hilfe der digitalen Kamera Sensicam (PCO,
Kehlheim (D)), die mit einem HRPO60-CMT Adapter (Diagnostic Instruments, Sterling
Heights (USA)) auf den Fototubus des Mikroskops aufgesetzt wurde. Die Steuerung der
Kamera und Sicherung des Bildmaterials erfolgte mit einem handelsiiblichen PC unter
Verwendung der zur Kamera gehdrenden Interfacekarte und Steuerungsoftware. Die weitere
Bildbearbeitung erfolgte mit den Programmen Scion Image (Scion, Maryland (USA)) sowie
Cord Photo-Paint 7 (Corel, Ottawa (CA)).

2.2.2 Konfokale L asermikroskopie

Als konfokales Lasermikroskop wurde das LeicaMikroskop DM IRBE (Leica Mikrosysteme,
Bensheim (D)) verwendet. Die Ausdattung dieses Invertmikroskops umfasste:

* Phasenkontrasteinrichtung

« Objektive20x/0,4;40%x/1,250!;63x/1,320I;63%x/1,0W

» |uftgekihlter Argon/Krypton-Laser

Die Steuerung des Mikroskops erfolgte mit der Software TCS-NT (Leica Mikrosysteme,
Bensheim (D)). Die generierten Fluoreszenzbilder und —serien wurden mit den Programmen
Scion Image (Scion, Maryland (USA)) sowie Corel Photo-Paint 7 (Corel, Ottawa (CA))
weiterbearbeitet.

2.2.3 Weitere Gerateund Materialien
Alle tbrigen verwendeten Gerdte und Materialien sind in Tabelle 2.3 aufgelistet.

Tabedlle 0.3: Verwendete Gerédte und Materialien

Gerate und Materialien Hersteller/Lieferant

0,2 um Filtriereinheiten Steritop” Millipore, Eschborn (D)
Autoklav (1191) Deutsch und Neumann, Berlin (D)
Black Microstrips fur Fluoroskan Labsystems, Frankfurt (D)
Brutschrank Cytoperm” 2 Heraeus, Hanau (D)
Deckglaskammern Nunc, Wiesbaden (D)
Diaysenmembran, regenerierte Zellulose Diachema, Minchen (D)
MWCO 10 000

Einwegpipetten (2, 5, 10, 25 ml) Corning-Costar, Bodenheim (D)
Elisa Reader 2550 EIA Bio Rad, Miinchen (D)

Extruder Liposofast[] Avestin, Otawa (CA)
Fluoreszenz-Mikrotiterplattenleser Fluoroskan” I BioConcept, Allschwil (CH)

Flusggszintill ationszahler 1409 Wallag Freiburg (D)
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Gerateund Materialien

Hersteler/Lieferant

Glasperlen (O 2 mm)

Bender und Hobein, Karlsruhe (D)

Glei chgewichtsdialyseapparatur

Dianorm, Munchen (D)

Halbmikrokivetten, Kunststoff

Sarstedt, Ulm (D)

Halbmikroosmometer

Knaur, Berlin (D)

Invertmikroskop

Zeiss Oberkochen (D)

Kryoaufbewahrungsbehdter Cryomed

Migge Neolab, Heidelberg (D)

Kryorohrchen

Greiner, Frickenhausen (D)

Kihlthermostat K/F3

Hagke, Karlsruhe (D)

Kulturschalen (6-, 12-, 24-, 96-well)

Corning-Costar, Bodenheim (D)

Kulturschalen mit Filtereinsstzen (Transwell”-clear)

Corning-Costar, Bodenheim (D)

Langmuir-Adam-Filmwaage

Riegler undKirstein, Wiesbaden (D)

LS 50B Luminezenz-Spektrometer

Perkin Elmer,
Rodgau-Jugesheim (D)

Mastersizer 2000

Malvern, Herrenberg (D)

Mikrofuge E[J

Beckman, Minchen (D)

Objekttréagerkammern, chamber slides

Nunc, Wiesbaden (D)

Pasteurpipetten

WU, Mainz (D)

pH-Elektrode GATionode"1J

Gamma-Analysentechnik,
Bremerhaven (D)

pH-Meter

Orion Research, Beverly (USA)

Pipetten fir Wechselspitzen

Labsystems, Frankfurt (D)

Pipettierhilfen (Pipetboy”, Acuboy”)

Integra Biosciences, Fernwald (D)

PlastiPak Einmalspritzen

Becton Dickinson, Heidelberg (D)

Reaktionsgeféie 1,5 ml Sarstedt, Ulm (D)

Reinstwassranlage USF Seral USF Elga Sera, Ransbach-
Baumbach (D)

Rotavapor] R Bichi, Flawil (CH)

Schlauchpumpe Ismatec, Zurich (CH)

Schittel wasserbad Rengdi, Rotkreuz (CH)

Spektralphotometer Bedkman DU 640

Beckman, Minchen (D)

Spritzenvorsatzfilter Minisart” N

Sartorius, Gottingen (D)

Sterican Einmalkanilen

Braun, Melsungen (D)

Steril werkbanke, horizontaler u. vertikaler Luftstrom

CEAG, Dortmund (D)

Szintillationsvial Pony Vial

Padard, Groningen (NL)

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg (D)

Trockenschrank

Heraeus, Hanau (D)

Vakuum-Controller CVC2

Vaauubrand, Wertheim (D)

Vakuumpumpe MZ 2C

Vaauubrand, Wertheim (D)

Vortex-Mischer

Bender und Hobein, Karlsruhe (D)

Wassrbadkrei sschiittler

Infors, Bottmingen (CH)
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Gerateund Materialien Hersteller/Lieferant
Whatman Filterpapier No. 1 Whatman, Maidstone (UK)x
Widerstandsmegerét Millicell”-ERS Millipore, Eschborn (D)
Zellkulturflaschen (75cm?) Costar Corning, Bodenheim (D)

Zentrifuge Labofuge” GL mit Zytozentrifugations- Heraeus, Hanau (D)
Einsdtzen

Zentrifugen Typ J21C und Typ J6C Beckman, Minchen (D)
Zentrifugenréhrchen 15ml PPund 50 ml PP Greiner, Frickenhausen (D)
2.3 Zdlkultur

Die verwendeten CaCo-2 Zellen stammen aus dem Deutschen Krebs Forschungszentrum,
DKFZ, in Heidelberg. Sie wurden ausgehend von der Passage 51 his zur Passage 67 kultiviert
und fur Versuche verwendet. Die Kulturbedingungen, wie die Dichte, mit der die Zellen
ausgesit werden, die Wadstumsphase und de Passagezahl spiden fur die
Transportei genschaften eine grof3e Rolle. Die Expresson bestimmter Transporter hangt direkt
von Wadhstumsphase und Passagezahl ab [108]. Dies |al3t annehmen, dal3 das Passagieren der
Zellen zu einem Verlust an phenotypischer Stabilitét fihrt. Im Rahmen dieser Dissertation
wurden die Zellen daher nur Gber ein Spanne von 15 Passagen flr Experimente engesetzt.

2.3.1 Auftauen und Aussien der CaCo-2 Z€llen

Die CaCo-2 Zdlen wurden in Kryoréhrchen ( ca. 1 Million Zellen pro Réhrchen) in fllissigem
Stickstoff gelagert. Ein Rohrchen wurde entnommen und im Schittelwasserbad bel 37°C
schnell aufgetaut und der Inhalt wurde sofort in ein Zentrifugationsgefald Gberflihrt. Das
Kryorohrchen wurde mit der 5-fachen Menge Ze lkulturmedium in das Zentrifugati onsgefaf’
ausgepult. Die Zellsuspension wurde dann 5 min mit 600 g zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde das Medium mittels Pasteurpipette und Vakuumpumpe vorsichtig tber
dem ZdIpdllet abgesaugt.

Das Pellet wurde schlief3lich in 30 ml Zell kulturmedium vorsichtig resuspendiert.

Die so entstandene Zellsuspension wurde auf zwei Zellkulturflaschen verteilt und im
Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und %% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Alle Arbeiten mit den Zelen wurden unter aseptischen Bedingungen in ener sterilen
Werkbank durchgefiihrt. Die benttigten Gerdte und LGsungen wurden zuvor durch gedgnete
Malinahmen sterilisiert (autoklaviert, sterilfiltriert, sterile Einmalartikel). Fur die Herstellung
der Puffer wurde nur frisch hergestelltes bidestilliertes Wasser verwendet.

2.3.2 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden jeweils montags, mittwochs und freitags gefittert. Dazu wurde das alte
Medium mit einer Pasteurpipette und Vakuumpumpe entfernt und durch frisches ersetzt.

Beim Entfernen des Mediums wurde dieses zunachst aus dem basolateralen und dann aus dem
apicden Kompartiment abgesaugt. Frisches Medium wurde alerst apicd, dann basolateral
aufgegeben. Durch diese Vorgehensweise kann ein Abldsen des Zelmonolayers durch
hydrostatische Eff ekte verhindert werden.
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2.3.3 Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden bis zum Erreichen einer 90%igen Konfluenz in Zellkulturflaschen
angezichtet.

Zum Passagieren wurde das Zellkulturmedium entfernt und die Zellen mit 15 ml HBSSCa-
und-Mg-frel pro Flasche gewaschen. In jede Flasche wurden 10 ml Trypsin-EDTA pipettiert.
Die Zellen wurden dann fur 15 min im Brutschrank inkubiert. Nach 15 min hetten sich de
Zellen von dem Flaschenboden abgeldst. Restliche noch anhaftende Zellen wurden durch
leichtes Klopfen der Flasche auf die Werkbank abgel 6st. Die Zellsuspension wurde mit 600 g
far 5 min zentrifugiert. Die Trypsin-Losung Gber dem Zellpellet wurde vorsichtig abgesaugt
und das Pellet in 10 ml Medium resuspendiert. 100 pl dieser Suspension wurden mit 200 pl
Trypanblaulosung 0,4% versetzt, gemischt und in einer Neubauerzahlkammer gezihlt. Fur
Versuche wurden die Zellen mit einer Dichte von 65000 Zellen pro cm? in die jeweilige
Kulturschale oder auf Filtern ausgesdat. Zur weiteren Anzucht wurde pro Kulturflasche 1
Million Zellen ausgesdt. Die Kulturschalen oder Filter wurden vor dem Aussien nicht
vorbehandelt.

2.34 Einfrieren der Zdlen

Zum Anlegen eines Zdlstocks wurde in regelmalligen Abstanden Zellen eingefroren. Dazu
wurden 1 Million Zellen mit 1 ml Einfriermedium suspendiert und deses fort im -70°C
Kuhlschrank eingefroren. Nadch 24 Stunden wurden de Kryoréhrchen aus dem
Tiefkthlschrank in flissigen Stickstoff Gberfihrt und dort gelagert.

235 Charakteriserungder Zellen

2.3.5.1 Zellwachstum und Erscheinungsbild

Das Zdlwadstum und Erscheinungsbild der Zellen wurde nach dem Aussien, bel jedem
Mediumswechsdl und vor den Experimenten durch Betrachten der Kulturgefal3e mit einem
inversen Mikroskop beurteilt.

2.3.5.2 Bestimmung destransepithelialen Wider standes

Vor den Transportexperimenten wurde der transepithelidle Widerstand des auf Filtern
angezichteten Zellmonolayers mit dem Millicedl 0-ERS-Gerédt bestimmt. Dazu wurde das
Zellkulturmedium entfernt, und de Zellen wurden mit Transportpuffer gewaschen. Das
Elektrodensystem bestand aus zwei Elektrodenhaltern, die jewells eine Silber-/Silberchlorid-
Elektrode aur Mesaung der Spannung und eine Silberelektrode aur Mesaung der Stromstérke
aufwiesen. Ein Elektrodenhalter war um 2,5 mm langer ausgefiihrt, was eine Verletzung des
Zellmonolayers verhindert. Aus dem gemessenen Strom- und Spannungswerten ermittelte das
Mef3gerét den Widerstand in Ohm. Von dem so erhaltenem Wert wurde der Blindwert
(Widerstand der Filter ohne Zellen) abgezogen und dann mit der Filterflache multipliziert.
Das Ergebnis gibt den Widerstand des reinen Zellmonolayersin Q * cm? an.

In Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen (Zentrallabor der Deutschen
Apotheker, Across Barriers) wurde festgelegt, dass der transepitheliale Widerstand ein
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Minimum von 160 Q * cm? aufweisen sollte. Filtereinsitze die diesen Wert unterschritten,
wurden vor dem Transportexperiment verworfen.

2.3.5.3 Bestimmung der Diffusion von parazdluléren Markern durch den Zellmonolayer

Zusétzlich  zur Mesauing des transepithelialen Widerstandes wurde vor den
Transportexperimenten der prozentuale Durchgang von parazdluldren Markern durch den
Zellmonolayer bestimnt.

Verwendet wurden FITC Dextran 4000 und [*“C] Polyethylenglykol 4000.

Nad Absprache mit oben genannten Forschungseinrichtungen dufte der Durchgang einen
Wert von 1% pro Stunde nicht Uberschreiten.

2.4 Transportexperimente

24.1 Allgemeine Versuchsdurchfihrung

Die Transportexperimente wurden in Transwell ] clear-Kulturschalen mit 12 Filtereinsdtzen
durchgefuhrt. Der Zellmonolayer wurde dabei auf einem transparenten Polyesterfilter mit 1,1
cm? Durchmesser und einer Porenweite von 0,4 um angezichtet und mindestens 21 Tage lang
kultiviert.

Apicale _ MICROVILLI
Kammer \
4 TIGHT JUNCTION
MONOLAYERJ™ &
LA IR
e e Zellkern
/ Filtermembran

Basolaterale
Kammer

Abb. 2.1 CaCo-2 Zellen auf Filtern angeZichtet [ 36]

Vor dem Experiment wurde der Zellmonolayer zweimal mit 37°C warmem Transportpuffer
gewaschen und eine halbe Stunde im Brutschrank inkubiert. Der TP wurde dann aus dem
Donorkompartiment vollsténdig durch Absaugen mit einer Pasteurpipette entfernt und duch
500 ul einer ebenfalls auf 37°C vorgewarmten Testldsung ersetzt. In eine 12-wdl
Kulturschale wurde pro well 1 ml 37°C warmer Transportpuffer als Akzeptorphase pipettiert.
Mit dem Umsetzen der Filter mit der Testlosung in diese 12-well Kulturschale wurde das
Experiment gestartet. Die Schale wurde auf einem Thermomixer plaziert und mit 500 upm bel
einem Orbit von 3 mm wahrend des gesamten Experiments kreisformig geschittelt. Durch
das Schitteln wurde éne gleichmaige Durchmischung der Akzeptorphase Uber den
Versuchzatraum gewéhrleistet. Das gesamte Experiment wurde in einem auf 37°C
temperierten Trockenschrank durchgefuhrt. Nach 15, 30, 45, 60, 75 und 90 Minuten wurden
100 oder 200 pl Probe aus der Akzeptorkammer entnommen und durch dieselbe Menge
vorgewarmten Transportpuffer ersetzt.
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2.4.2 Transportexperimente mit fluoreszenzmar kierten Substanzen

Wurden Transportexperimente mit fluoreszenzmarkierten Substanzen durchgeftihrt, wurde zu
jedem Zetpunkt 200 pl Probe eitnommen und diese durch 20Qul vorgewarmten
Transportpuffer ersetzt. Die Proben wurden direkt in eine schwarze Mikrotiterplatte pipettiert
und nach Beendigung des Experiments mit dem Fluoreszenzlesegerdt Fuoroskan |l
vermessen. Die Mesaung gegen Blindwerte afolgte mit folgenden Einstellungen:

Filter Set 2 (FITC; Aex= 485, Aeni=538)
Integration Time 2

Temperatur Ambient

Scde Absolute scde

Calculation No caculation

Fur die Auswertung der Mel3ergebnise wurde e@ne Verdinnungsreihe der Testsubstanz
hergestellt und perallel vermessen.

2.4.3 Transportexperimente mit isotopenmarkierten Substanzen

Wurden Transportexperimente mit isotopenmarkierten Substanzen durchgefiihrt, wurde au
jedem Zeitpunkt 100 pl Probe entnommen und duch 100 pl vorgewarmten Transportpuffer
ersetzt. Die Proben wurden in ein Szintillationsvia pipettiert, mit 5 ml Szintill ationscocktail
aufgefillt und Uber Nacht im Kiuhlschrank gelagert. Am nadhsten Tag wurden siein einem

Flissgszintillationszahler, Wallac 1409 vermessen. Die Mesaungen erfolgten mit folgender
Gerdteanstellung:

Far tritiummarkierte Substanzen:

Protocol 4 Proto4 H3
Counting mode cpm
Counting time 60

Repeats 1

Cycles 1
Replicates 1

239ma% 0,01

Minimum cpm 0,00 checking time: 10
Spectrum beta
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Fur C14 markierte Substanzen wurde mit Protocol 6 (6 Proto6C14) gemessen. Alle tbrigen
Einstellungen wurden beibehalten.

Der Wallac Flussgszintill ationszzhler hat eine Effektivitat von 68% *H und %% **C. Count
Abweichungen in 24h weniger als 0,2%.

Fur die Auswertung der Mef3ergebnisee wurden Standards der Testsubstanzen in definierter
Konzentration hergestellt und perallel vermessen.

244 Auswertung der Mel3er gebnisse

Die ehaltenen Mel3daten stellten den Anteil der Testsubstanz, der pro Zeteinhet in das
Akzeptormedium diffundierte, dar. Aus ihnen konnte die jeweilige Konzentration der
Testsubstanz pro Zeiteinheit im Akzeptormedium berechnet werden. Ab der zweiten
Probenentnahme mufdte dabel die Verdinnung durch den erganzten Puffer beriicksichtigt
werden:

n-1

cnxVgesamt + z ci xVprobe

cnkorr = 101
Vgesamt
Cn korr korrigierte Konzentration bei Probenentnahmen; n>1  [pug/ml] oder [umao/ml]
Cn Konzentration bei Probenentnahme [ng/ml] oder [umo/mi]
Vgeamt  Gesamtvolumen des Akzeptorkompartiments [ml]
V probe Probenvolumen [ml]

Aus den korrigierten Konzentrationen wurde dann der Anteil an Testsubstanz (in %), der zum
jeweiligen Zeitpunkt vom Donor in den Akzeptor diffundierte, berechnet:

_ cnkorr
Co

Tn x100

Th transportierter Anteil zum Zeitpunkt n [%0]
Co Konzentration im Donor bei Versuchbeginn[ug/ml] oder [umol/mi]

Alsweiter GrolRe air Charakterisierung der Transportrate wurde der apparente Permeabilitéts-
koeffizient berechnet:
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_ cnkorr xVgesamt N 1 1

Pa —X—
PP t A Co
Paop apparenter Permeabilitatskoeffizient [cm/g]
t Zeit [s]
A Flache des Filters [cm?]

2.5 Toxizitatsuntersuchungen
Folgende Enzymassays wurden durchgeftihrt:

» Ladatdehydrogenase-Bestimmung im apicalen Puffer nach Gallensalzinkubation an
CaCo-2 Zdllen

* Bestimmung der mitochondrialen Aktivitét der CaCo-2 Zdlen nach Gall ensalzinkubation
durch WST-1 Assay.

25.1 Bestimmung der L actatdehydrogenase-Aktivitét

Die Ladatdehydrogenase (LDH) ist ein zytoplasmatisches Enzym, das im Rahmen der
Glykolyse folgende Gleichgewichtsreaktion:

ruvat + NADHH* 2 Ladat + NAD"
<7

katalysiert.

Wird de Zelle zerstort, wird LDH aus dem Zytoplasma freigesetzt. Es kann im Blut oder im
Medium nachgewiesen werden. In der Medizindiagnostik ist LDH ein wichtiges
Markerenzym bei Schadigungen des Herzmuskel durch Myokardinfarkt oder bei Hepatitis.
Sowohl NADH H' als auch NAD" haben im UV-Bereich bei 260 nm ein
Absorptionsmaximum. Die reduzierte Form NADH H* weist ein weiteres bei 340 nm auf.
Photometrische Mesaungen bei 340 nm zedgen je nadch Substrat eine LDH-abhéngige
Absorptionsverstarkung oder —verminderung.
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In dem Enzymassay untersucht man de Umwandlung von Ladat zu Pyruvat. Diese Reaktion
hat einige analytische Vorteile gegentiber der Hinrektion :.

» Lineare Reaktionsraten

* Reproduzierbarkeit von 1,3 %

* KeneBlank-Aktivitdt

» Haltbarkeit des Reagenz von Uber 6 Monaten [144].

Zur Bestimmung der LDH-Aktivitét im apicalen Puffer wurden CaCo-2 Zellen in 24-well
Kulturschalen ausgesdt und bis zur Konfluenz gezichtet. Das Medium wurde mit
Pasteurpipette und Vakuumpumpe vorsichtig abgesaugt und de Zdlen wurden insgesamt
dreimal mit 37°C warmen HEPES B gewaschen. Danach wurde in jedes well 500 pl Probe
pipettiert und de Kulturschale im Brutschrank inkubiert. Untersucht wurden die Gallensalze,
UDCA-Na, CDCA-Na, CS-Na und TC-Na in verschiedenen Konzentrationen, sowie
TritondX 100 01% als Positiv- und HEPES B Puffer als Negativkontrolle. Nach 30, 60 und
90 min wurden pro well 100 ul Probe gezogen. Die Proben wurden bis zur Mesaung bei 4°C
aufbewahrt. Zur photometrischen Bestimmung der LDH-AKktivité wurde ein Enzymkit der
Fa Sigma (Deideshofen, (D)) verwendet. Das lyophiliserte LDH-Reagenz wurde
vorschriftsmalig mit Wasser bidest rekonstituiert. Die im Kihlschrank gelagerten Proben
wurden zunéchst in einer Eppendorfzentrifuge scharf zentrifugiert. Dann wurden sie mittels
eines Eppendorf-Thermomixers auf 25°C temperiert. Vermessen wurde in eéinem UV-
Spektrometer Beckmann DU 640 gegen Wassr als Blank. Ein Milliliter des ebenfalls auf
25°C temperierten LDH-Reagenz wurden in eine Halbmikrokivette gegeben und mit 50 pl
Probe versetzt. Nach Mischen durch vorsichtiges Kippen wurde diese bel 340 nm vermessen.
Dieser Wert wurde as INITIAL A bezachnet. Die Kivette wurde im Photometer belassen
und nach exakt 60 Sekunden erneut vermessen. Dieser Wert wurde als FINAL A bezechnet.
FINAL A minus INITIAL A ergab die Absorptionsdnderung pro Minute ( AA).

Die LDH-AKktivitdt berechnet sich aus AA:

AA/MinxTV x1000

LDHAKtivVE&(U /1) =
£xSVxLP

€ promin Molarer Absorptionskoeffizient von NADH H™ bei 340 nm= 6,22*103

TV Gesamtvolumen des Re&ktionsgemisches (1,05 ml)

sV Probenvolumen (0,05 ml)

6,22 millimolar Absorptionsf&higkeit vonNADHH" bei 340 nm
LP Schichtdicke (1 cm)

1000 Umrechnung der Einheiten pro ml in Einheiten pro |
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AAprominx1,05x1000

LDHAKtivta(U /1) =
6,22x0,05

=AA promin* 3376

Unter einer LDH Aktivitdtseinheit, U, versteht man jene Enzymmenge, die unter den
MeRbedingungen die Bildung von einem Mikromol NADH H* pro Minute katalysiert. Die
LDH-AKktivitéat der mit Tritond X 100 inkubierten Zellen wurde als 100% Toxizitét gewertet.
Alle anderen Aktivitdten wurden darauf bezogen unddas Ergebnis als Toxizitéat in Prozent
angegeben.

2.5.2 Bestimmung der Aktivitat mitochondrialer Dehydrogenasen

Die Mitochondrien der Zellen enthaten in ihrem Inneren Enzyme der Atmungskette, des
Zitratzyklus, des Fettabbaus und der oxidativen Phosphorylierung. Sie stellen damit die for
Proliferation urd Zellviabilitédt wichtigen ,Kraftwerke® der Zelle dar, in dem Energie
gewonnen wird. Durch die Bestimmung der Aktivitét mitochondrialer Dehydrogenasen kann
die ZdIviabilitét untersucht werden.

Der Bestimmung liegt folgende Umsetzung zu Grunde:

NO, NO,
|
. L
NH
\Q\N/N\N N
N SO,Na —
SO,Na
SO Na
SO,Na
WST-1 Formazan

4-[ 3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio] - 1,3-benzen-disulfonat (WST-1)

und NAD" werden unter Katalyse mitochondrialer Dehydrogenasen zu dem entsprechenden
Formazan und NADH H* umgesetzt. Das entstandene Formazan ist dunkelrot gefarbt und hat
ein Absorptionsmaximum von 440 nm. Der Vortel von WST-1 gegenuber dem friher
gebréuchlichen MTT-Assy ist die Wassrloslichkeit des gebildeten Formazans [109,110].
Zur Bestimmung der Dehydrogenase-Aktivitét wurden Zellen in einer 96-well Kulturschale
ausgesét und bis zur Konfluenz gezichtet. Zu Beginn des Versuchs wurde das Medium mit
Pasteurpipette und Vakuumpumpe entfernt. Die Zellen wurden dreimal mit 37°C warmen
HEPES B Puffer gewaschen. 200 pl der vorgewarmten Testlésungen wurden auftragen und
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die Kulturschale dann im Brutschrank fur 90 Minuten inkubiert. Getestet wurden UDCA-Na,
CDCA-Na, CS-Naund TC-Nain verschiedenen Konzentrationen, sowie TritondJ X 100 0,1%
als Negativ- und HEPES B als Positivkontrolle. Nach der Inkubation wurde in jedes well 20
pl Premix WST-1 pipettiert und die Kulturschale weiter im Brutschrank inkubiert. Nach 30
min, 1, 2, 3 und 4 Stunden wurde die Kulturschale im Elisa-Reader mit dem 450 nm Filter
vermessen. Als Blank wurde ene 96- well Platte ohne Zdlen vermessn, in die pro well 200
pul HEPES B und 20 pl Premix WST-1 pipettiert wurden. Aus diesen gemessen Werten wurde
ein Mittelwert gebildet, um den die Mef3ergebniss korrigiert wurden. Die Viabilitdt der
Negativkontrolle wurde als 100% bewertet und die anderen Werte darauf bezogen.

2.5.3 Mikroskopische Toxizitatsuntersuchungen

Zusétzlich zu den Enzymassays wurden die Zdlen nach Gallensalzinkubation unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Fa. Leica) im Durchlicht betrachtet. Dazu wurden die Zellen in 6-well
Kulturschalen bis zur Konfluenz gezichtet. Das Medium wurde égenommen, und die Zellen
wurden mit 37°C warmem TP dreimal gewaschen. Danach wurden 3 ml der jeweiligen
Gallensalz-Losung auf die Zellen gegeben und die Kulturschalen wurden eine halbe Stunde
im Brutschrank inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen unter dem Mikroskop mit dem 40
x Objektiv betrachtet und mit der angeschlossenen digitalen Kamera fotografiert.

254 Trypanblaufarbung

Der Farbstoff Trypanblau farbt ausschliefdlich tote Zellen an.

Die Zellen wurden in Silikonkammern auf Objekttragern bis zur Konfluenz kultiviert. Das
Medium wurde agesaugt und die Zellen wurden dreimal mit 37°C warmem TP gewaschen.
400 pl Testlosung wurde in jede Kammer pipettiert und de Objekttréger eine Stunde im
Brutschrank inkubiert. Die Testldsungen wurden abgesaugt und de Zdlen wurden mit TP
gewaschen. 400 pl 0,4% Trypanblaulésung wurde in jede Kammer pipettiert. Nach exakt
einer Minute wurde die Trypanblaulésung wieder abgesaugt. Trypanblaulésung wirkt
schadigend auf die Zellen, daher sollte die Einwirkzat exakt eingehalten werden. Die
angefarbten Monolayer wurden unter dem inversen Mikroskop mit 40 x Objektiv betrachtet.
Ein Ausschnitt des Monolayers wurde aisgezihlt und nach folgendem Schema bewertet:
weniger als 1% der Zelen sind blau angefarbt; 1-10%; 10-30%, 30-50%; 50-80% und mehr
als 80% der Zellen sind gefarbt. Untersucht wurden CDCA-Na, UDCA-Na, TC-Na und CS-
Nain unterschiedlichen Konzentrationen in HEPES B sowie TP als Kontrolle.

2.6 Monolayerexperimente mit der Langmuir-Adam-Filmwaage

Die Mesaungen an der Langmuir-Adam-Filmwaage wurden in Marburg am Institut fir
Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie durchgefiihrt. Zum Einsatz kamen zwel
verschiedene Teflontroge: Der Normtrog mit einer Flache von 19,5 cm?® bei vollstandig
expandierten Barrieren und einem Volumen von 85ml und zum zweiten der Biotrog mit einer
maximalen Oberflache von 41 cm? und einem Volumen von 41 ml. Druck und
Barrierenbewegung konnten (ber ein an den Trog angeschlossenes Potentiometer gesteuert



Materialien und Methoden 40

werden. Alle Daten wurden gleichzetg mit eéinem an das Potentiometer angeschlossenen
Computer aufgezechnet. Die Entwicklung von Druck und Monolayerflache konrte auf dem
Monitor verfolgt werden. Die Oberflachenspannung wurde mittels einer Wilhelmy-Waage
gemessen. Die Wilhelmy-Waage ist ein elektronische Mikrowaage mit einer Sensitivitét
kleiner als 0,1 mN/m. Der Oberflachendruck wird dabel mittels eines horizontal in die
molekllbedeckte Oberflache entauchenden Filterpapiers (Whatman No 1, ca 2,1 * 0,3 cm)
gemessen. Durch den Oberflachendruck wird auf das Filterpapier eine Kompresgonskraft
ausgellbt. Je groRer die Oberflachensgpannung, desto mehr Kraft wird bendtigt, um das
Filterpapier aus der Oberflache a1 ziehen. Vor jeder Mesaung wird der Oberflachendruck auf
0 mN/m eingestellt. Die Hohe des Filterpapiers wird mittels einer optischen Einheit bestimmt.
Veranderungen in der Eintauchtiefe des Filterpapiers werden registriert und in den
Oberflachendruck umgerechnet. Die Experimente wurden im constant-pressure-mode
durchgefiihrt. Der Druck wurde bei 25 mN/m Uber die gesamte Versuchszeit konstant
gehalten. Um Einbaueff ekte deutlicher erkennbar zu machen, wurde én niedrigerer Druck als
der theoretische Druck der Phosphdipiddoppelschichten von 30 mN/m eingestellt. Das
Ausmal? der Einlagerung von Molekilen hangt vom Druck des Monolayers ab. Esist um so
geringer, je groRer der Druck des Monolayers ist. In Anlehnung an [76] wurden die
Experimente wie folgt durchgeftihrt:

Vor jedem Experiment wurde der Trog mit einer verdinnten Tensidldsung (Helmanex)
gefullt. Nadh kurzer Einwirkzet wurde diese mittels einer Absaugvorrichtung entfernt. Der
Trog wurde solange mit Reinstwasser nachgesplilt bis sich baei maximalen Zusammenfahren
der Barrieren kein Druckaufbau mehr bemerkbar machte. Danach wurde HEPES B als
Subphase angefullt und im Trog auf 25°C mittels eines an den Trog angeschlossenem
Wasserbad temperiert. Der Oberflachendruck wurde dann auf 0 mN/m Uber das Potentiometer
abgeglichen. Auf die Oberflache der Subphase wurde nun bei expandierten Barrieren ca 5 pl
einer DOPC-Lo6sung in Chloroform (Konzentration: 0,805 Mol) aufgetragen. Dies geschah
mittels einer Hamilton-Spritze die vorsichtig auf die Oberfladhe der Subphase aifgesetzt
wurde. Besonders zu beachten war dabel, dal3 das Lipid nicht in de Subphase @tauchte
sondern einen Film an der Pufferoberflache bildete. Nach kurzer Wartezet, in der das
Chloroform abdampfte, wurden die Barrieren mit einer konstanten Geschwindigkeit von 1
cm/min zusammengefahren. Der Druckanstieg und die Isotherme wurde auf dem Bildschirm
beobachtet. Nachdem ein Druck von 25 mN/m erreicht war, wurde die Barrierenbewegung
automatisch gestoppt. Der Monolayer sollte jetzt eine Flache von 40cm? (Normtrog) bzw. 30
cm? (Biotrog) haben. Gegebenenfalls mute zusétzlich mit einer Hamilton Spritze DOPC-
Losung aufgebracht werden oder durch vorsichtiges Saugen auf der Pufferoberflache DOPC
Moleklle abgesaugt werden. War der DOPC-Monolayer bel einem Druck von 25 mN/m auf
40 tzw. 30 cm?® komprimiert worden, wurde nach kurzer Wartezeit mittels einer spezellen
Hamilton-Spritze mit gebogener Kanille Gallensalz oder Octreotid-L6sung in die Subphase
gespritzt. Dabel wurde die TestlGsung direkt unter die Barrieren injiziert. Nach kurzer Zeit
komnte e@ne VergrofRerung der Monolayeroberflache durch Auseinanderfahren der Barrieren
beobachtet werden. Das Einstdlen enes Gleichgewichtes ohne wetere
Oberflachenveranderung wurde abgewartet. Dann wurde Octreotidiosung unter den mit
Gallensalz vorbehandelten Monolayer gespritzt. Auch hier wurde die Einstellung eines
Gleichgewichts abgewartet. Die Daten fur Zeit, Oberfladhe und Druck wurden kontinuierlich
aufgenommen und konnten dann mit Microsoft Excel® ausgewertet werden. Octreotid wurde
bei adlen Messungen so injiziert, da3 eine Konzentration van 20 puMol in der Subphase
erreicht wurde. UDCA-Na und CDCA-Na wurden jeweils mit einer Enkonzentration von 2
pUMol, TC-Naund CS-Na sowohl mit 2 als auch mit 20 uMoal injiziert.
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2.7 In-situ- Absor ptionsver suche an Ratten

Verwendet wurden mannliche Wistar Ratten mit einem Gewicht von ca 250 g.

Einen Tag var dem Experiment wurden die Tiere nicht mehr geflittert, erhielten aber freien
Zugang zu Wassr. Die Ratten wurden durch Injektion von 0,2 ml einer 5% Pentobarbital-
Losung in den Bauchraum anasthesiert. Danach wurde das Peritoneum durch enen
Medianschnitt eréffnet. Der Darm wurde vorsichtig aus dem Bauchraum herausgezogen, und
100 pg Desmopressn + 85 ng [Tyrosyl-3,5 (n)-*H] Vasopressn-[Arg] in 05 ml 0,9%
Kochsalzlésung mit und ohne Gallensalzzusatz wurden drekt in das Junum, 5-6-cm distal
des Treitzchen Ligaments injiziert. Der Darm wurde wieder in den Bauchraum zurtickverlegt
und der Schnitt mit Zellstoff bedeckt. Nach 10, 30, 60,240, 180 und 300 min wurden duch
Punktierung der vena jugularis ca. 250 pl Blut entnommen. Zuvor wurde das Fel im
Halsbereich der Ratten entfernt. Die Blutproben wurden mit 20 pl Zitratpuffer 2% versetzt
und in einer Mikrofuge bei 10000 g 5 min zentrifugiert. Das Plasma wurde abpipettiert, in
Szintillationsvials gegeben und sofort mit 5 ml Szintill ationscocktail versetzt. Die Proben
wurden dber Nacht im Kuohlschrank gelaget und am néchsten Tag im
Flissgszintillationszahler vermessen. Gerdteanstellung s. 2.4.3.Wahrend des Versuches
wurde darauf geadtet, da3 keines der Versuchstiere aus der Narkose ewadte.
Gegebenenfall s wurde Pentobarbital nachinjiziert. Aus den Blutspiegelkurven wurde mittels
der Trapezregel die area under the curve (AUC) berechnet.

Um die Absorptionseffizienz zu bestimmen wurde in einem weiteren Experiment drei
Kontrollratten Desmopressn in der gleichen Konzentration i.v. injiziert und entsprechend
Blutproben entnommen. Die Absorptionseffizienz berechnete sich nach:

AUCi.j.><dosisi.v.><

[%] Absor ptionseffizienz = : ——x100
AUCI.v.xdosiSl. |.
AUC .. AUC nach intrgjgunaler Applikation
AUC i.v: AUC nach intraventser Injektion
Dosisi,j. bei intrajgjunaler Applikation verabreichte Dosis  [Mol/l]

Dosisi.v. bei intraventser Applikation verabreichte Dosis  [Mol/l]
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2.8 Versuche mit Hexadecanoylaminofluor eszein

Um den Einflul3 der verschiedenen Gall ensalze auf Membranlipide au untersuchen, wurde aén
fluorezenzmarkiertes Lipid in die gicde Membran von CaCo-2 Zelen inseriert. Nach
Gallensalzinkubation wurde die Fluorezenz im apicalen Medium und die Restfluorezenz in
dem Zdlmonolayer gemesen. Aul¥erdem wurden de Zellmonolayer nach
Gallensalzinkubation fixiert und urter dem konfocaden Lasermikroskop betrachtet.

2.8.1 Fluoreszenzmessungen

In Anlehnung an [111] wurde ane Stammiosung von 50 mg 5-(N-hexadecanoyl)-
aminofluoreszein (HDAF) in 100 ml 96% Ethanol hergestellt. 250 pl dieser Stammlésung
wurden mit 250 ml TP verdinnt. Die so erhaltene Losung hatte somit eine HDAF
Konzentration von 05 pg/ml und enthielt insgesamt 0,1% Ethanol. Da der Fluoroskan de
Fluoreszenz in Mikrotiterplatten von doen mifdt, spielt die Oberflachenspannung der Proben
eine grofl3e Rolle fur die Mel3genauigkeit. Aus diesem Grund wurde ausétzlich 0,5% (m/v)
BSA in de verdinnte HDAF Stammlésung gegeben. CaCo-2 Zellen wurden in 24well
Kulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert. Das Medium wurde mittels Pasteurpipette und
Vakuumpumpe entfernt und die Zellen wurden dreimal mit 37°C warmem TP gewaschen. In
jedes well wurden dann 50 pl der verdinnten HDAF Stammlésung pipettiert und die
Schalen 5 min im Brutschrank inkubiert. In deser Zet inserierte sich das
fluoreszenzmarkierte Lipid in de apicde Membran. Nach 5 min wurde die HDAF Lésung
abgesaugt, und die Zellen wurden dreimal mit 37°C warmen TP gewaschen. Anschlief3end
wurden 500 pl Gallensalzlosung in HEPES B auf die Zellen pipettiert. Untersucht wurden
CDCA-Na, UDCA-Na, TC-Na und CS-Na in unterschiedlichen Konzentrationen, sowie TP
as Kontrolle. Die Schalen wurden erneut im Brutschrank inkubiert und nach 5 und 30 min
jeweils 200 pl der apicalen Loésung als Probe entnommen. Nach 30 min wurden de
Testléungen abgesaugt und de Zellen grindlich mindestens dreimal mit 37°C warmen TP
gewaschen. In jedes well wurde dann 1 ml Tritond X 100 1% in TP pipettiert und de
Kulturschalen wurden fir 1 Stunde in einen 65°C warmen Trockenschrank gestellt. In dieser
Zeit lysierten de Zélen vallstandig. Nach 1 Stunde wurde aus jedem well 200 pl Probe
gezogen und alle Proben im Fuoroskan in Mikrotiterplatten vermesen (Geréteanstellung
wiein 24.2). Gemessen wurde mit dem FITC-Filter. Anregungs-. und Emissionswellenlange.
liegen fur HDAF bel 497 bzw 519 nm. Verschiedene Verdinnungen der Stammldsung
wurden zusammen mit den Proben als Eichwerte vermessen. Aus dieser Eichgerade wurde die
Konzentration von HDAF in den Proben errechnet. Die Fluoreszenz wurde @énmal als aus den
Zellmonolayer gel6stes Lipid im apicalen Medium bestimmt und einmal als Restfluorezenz in
den Zdlen nach Lyse durch Triton X 100 Einwirkung.

2.8.2 Konfokale L aser mikroskopie

Zellen wurden 21 Tage auf TranswellO clear Filtern angezichtet. Das Medium wurde
abgesaugt und die Zellen dreimal mit 37°C warmen TP gewaschen. In jedes well wurde dann
apicd 500 pl HDAF Ldsung, 0,5 pg/ml pipettiert. In desem Fall wurde kein BSA zugesetzt.

Basolateral wurde jeweils 1 ml TP aufgegeben. Die Platten wurden 5 min im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde die HDAF-Losung abgesaugt. Die Zdllen wurden dreimal mit 37°C
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warmem TP gewaschen. 500 ul Gallensalzlosung unterschiedlicher Konzentrationen in
HEPES B oder TP als Kontrolle wurden auf die Filter gegeben. Die Platten wurden erneut fir
5 min im Brutschrank inkubiert. Nach 5 min wurden de Testlésungen entfernt. Die Zelen
wurden dreimal gewaschen und der Puffer wurde dann voll stdndig aus dem basolateralen und
apicden Kompartiment entfernt. Die Filter wurden vorsichtig mit einem Skalpell
ausgeschnitten und jewells zwel wurden auf einen Objekttrager gelegt. Auf die Filter wurde
jeweils ein Tropfen Vectashielddd gegeben, um ein Ausbleichen der Fluoreszenz zu
verhindern. Uber jeden Filter wurden Deckglaschen gelegt und diese von oben mit am Rand
aufgetragenem transparentem Nagellack auf den Objekttrégern fixiert. Die so praparierten
Objekttrager wurden bis zur ihrer Untersuchung in Alufolie engeschlagen. Die Préparate
wurden mit einem konfokalen Lasermikroskop mit dem 63 x Wasserobjektiv betrachtet.

2.9 Anféarbung des Aktin-Filaments mit Phalloidin-FITC

Um den Einflul3 verschiedener Gallensalzlsungen auf das Aktingertist von CaCo-2 Zellen zu
untersuchen, wurde das Aktinfilament vor und nach Gallensalzinkubation mit Phall oidin-
FITC angefarbt. Um die @nzdnen Zellen besser unterscheiden zu kdnnen, wurden zusétzlich
die Kerne mit Propidiumiodid angefarbt.

Herstellung einer Phall oidin-FITC Stammlésung:

Die Stammlosung sollte 200 U/ml entsprechend 66 pM Phalloidin-FITC enthalten. Dazu
wurden 100 pg Phalloidin-FITC in 12ml Methanol geldst. Die Stocklésung wurde ai je 100
pl aliquotisiert und bei —20°C eingefroren.

Herstellung der Propidiumiodid Stammldsung:
1 mg Propidiumiodid wurden in Iml Methanol gelost. Diese Ausgangsldsung wurde dann
1:10 mit TP verdinnt.

Herstellung der Phall oidin-FT1C/Propidiumiodid Farbel 6sung:

125 pl der Phaloidin-FITC Stammlésung und 500 ul der Propidiumiodid Stammldsung
wurden ad 5 ml mit TP verdinnt. Das bedeutete @ne 1:40 Verdinnung der Phalloidin-FITC
Stammldsung urd eine weitere 1:10 Verdinnung der Propidiumiodid Stammldsung.

Die Zellen wurden auf Transwell clear Filtern 21 Tage angezichtet. Das Medium wurde
abgenommen. Die Zellen wurden dreimal mit 37°C warmem TP gewaschen. Apical wurden
jeweils 500 ul Testlésung (Gallensalze unterschiedlicher Konzentrationen in HEPES B) bzw.
500 pl Kontrolle (TP) aufgegeben. Basolateral wurde jeweills 1 ml TP engefillt. Die
Kulturschalen wurden ein halbe Stunde im Brutschrank inkubiert. Danach wurden Test- und
Kontrolllésungen entfernt. Die Zellen wurden dreimal mit TP gewaschen. In jedes well
wurden apical 150 ul Proteinfixierlésung, bestehend aus Paraformaldehyd und Glutaraldehyd,
pipettiert. Die basolateralen Kompartimente wurden zuvor vollstandig entleat. Die
Fixierlosung wurde fir 25 min bei Raumtemperatur auf den Zellen belassen und dann wieder
abgesaugt. Die Zellen wurden dreimal mit TP gewaschen. In jedes well wurde dann apical
150 pl Tritond X 100 1% in TP pipettiert und die Kulturschalen for 5 min in en Eisbad
gestellt. Die TritonJ X 100 —L6sung wurde abgesaugt und de Zellen erneut dreimal mit TP
gewaschen. In jedes well wurden jetzt 200 pl der Phaloidin-FTIC/Propidiumiodd
Farbel 6sung pipettiert und bei Raumtemperatur 25 min inkubiert. Danach wurden die Zellen
dreimal mit TP gewaschen und der Puffer anschlief3end vollstandig von den Filtern entfernt.
Die Filter wurden vorsichtig mit einem Skalpell ausgeschnitten und jeweils zwei auf einen
Objekttrager plaziert. Auf jeden Filter wurde dann ein Tropfen Vectashield] gegeben und
diese dann mit einem Deckglaschen bedeckt. Die Deckglaschen wurden mit am Rande
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aufgetragenem transparentem Nagellack auf dem Objekttrager fixiert. Die Préparate wurden
zum Schutze der Huoreszenz vor Ausbleichen in Alufolie engeschlagen. Die Filter wurden
unter dem konfokalen Mikroskop mit einem 63 x Wasser Objektiv betrachtet und mit einer
angeschlossenen digitalen Kamera fotografiert.

2.10 Aufnahmeversuche mit NBD-Octreotid

Um die Aufnahme von Octreotid in CaCo-2 Zellen mit und ohre Galensalze ai
veranschauli chen, wurden die Zellen mit NBD-Octreotid inkubiert und anschlief3end mit dem
konfokalen Mikroskop betrachtet.

Herstellung der NBD-Octreotid Stammlésung:
NBD-Octreotid wurde a1 1 mMol in Wasser bidest gel6st. Die Losung wurde aur Lagerung
tiefgefroren.

Die Zdlen wurden 21 Tage auf Transwell( clear Filtern kutiviert. Das Medium wurde
abgenommen und de Zellen dreimal mit 37°C warmem TP gewaschen. In jedes well wurde
apicd 500 pl Testlésung (Gallensazlosung in TP) bzw Kontrolllésung (TP) pipettiert.
Zusétzlich wurde in jedes well 2,5 ul der NBD-Octreotid StammlGsung pipettiert, so dal3 eine
Endkonzentration von 5 pMol auf den Zellen erzidt wurde. Die Kulturschalen wurden 1
Stunde im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Test- und Kontroll|6sungen entfernt und
die Zdlen dreimal mit TP gewaschen. Der Puffer wurde anschlief3end vollsténdig von den
Filtern entfernt. Die Filter wurden vorsichtig mit einem Skalpell ausgeschnitten und jewells
zwel auf einen Objekttrager plaziert. Auf jeden Filter wurde dann ein Tropfen Vectashield[
gegeben und diese dann mit einem Deckglaschen bedeckt. Die Deckglaschen wurden mit am
Rande aifgetragenem transparentem Nagelladk auf dem Objekttrager fixiert. Die Préparate
wurden zum Schutze der Fluoreszenz vor Ausbleichen in Alufolie @ngeschlagen. Die Filter
wurden unter dem konfokalen Mikroskop mit dem 63 x Wasser Objektiv betrachtet und mit
einer angeschlossenen dgitalen Kamerafotografiert.

2.11 Mucusdiffusionsexperimente

Der EinfluR von verschiedenen Gallensalzen auf die Diffusion duch de intestinale
Mucus<hicht wurde am Mucusdiffusionsmodell nach Nimmerfall und Rosenthaler [63],
optimiert von Matthes [117], untersucht.

2.11.1 Mucusisolierung

Es wurde nativer Schweindarmmucus fir die Diff usionsexperimente verwendet.

Die Darme stammten aus dem Schlachthof Mannheim. Es wurden 3 m Dinndarm ab Magen
von frisch geschlachteten Schweinen eingesetzt. Bis zum Beginn der Mucusisolierung wurden
diese in Eis gekihlt. Zundchst wurden die Darme &ufierlich gewaschen und mit eiskalten
Wassr mehrmals durchgesptilt, um vorhandene Nahrungsreste a1 entfernen. Dann wurde der
erste Meter ab Pylorus verworfen, so dald rur noch das Jgjunum Ubrigblieb. Dieses wurde in
15 cm lange Stiicke geschnitten. Der in jedem Stiick vorhandene Schleim wurde mittels einem
eisgekiihiten Objekttrager auf einer ebenfalls eisgekihlten Glasplatte ausgedriickt. Das
Mucusfeuchtgewicht pro Dunndarm betrug zwischen 10 und 20 g. Die Mucusausbeuten der
einzdnen Darme wurden vereinigt und als Mucuscharge bezechnet. Der Schleim wurde in

10 g Portionen in Schnappdedkelglasern tiefgefroren.
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Durch Tiefgefrieren und Auftauen werden de natirlichen Eigenschaften des Mucusgels nicht
verandert [112].

5.11.2 Versuchsdurchfihrung

Als Puffer wurde der nicht toxische Mcllvaine Zitratpuffer (MICB) gewahlt. Er dedkt einen
pH-Bereich von 3,00 his 7,80 ab. Die lonenstarke wurde aif 0,1 mol/l, der pH-Wert auf 6,00
eingestellt. Dieser pH-Wert liegt zwischen dem gemessenen pH-Wert von Schweinemucus
mit pH 6,6 urd dem sogenannten virtuellen pH 5,3 der Mucusoberflache [113. Der Zusatz
von Gelatine sollte die Absorption des Wirkstoffs an die Teflonoberflachen verhindern.

Natriumazid dente der Konservierung des Puffers. Zur Untersuchung der Diffusion wurde die

Gleichgewichtsdialyseapparatur der Fa. Dianorm benutzt. Diese Apparatur ist mit einem

Drehzahlregler ausgestattet und besteht aus je 4 Zellblocken mit 4 Dialysezellen aus Teflon

pro Block. Dieses Gerdt wurde wahrend der Versuche in en mit eéinem Thermostaten

versehenes, mit Wasser gefilltes Glasgefald eingehéangt. Das Wassr wurde auf 37°C
temperiert. Eine Dialysezele bestand aus drel Kompartimenten. Jedes Einzdkompartiment
erfal3te en Volumen von 1 ml (Makro 1-GD). Zwischen die enzdnen Kompartimente wurde
ein Diaysemembran aus regenerierter Zellulose mit 63 mm [O , enem

Molekilmassenausschlu® von 1000 und ener Dicke von 95 um gelegt. Der

Off nungsdurchmesser der Einze kompartimente betrug 4,5 cm?.

Die Membranen wurden wie vom Hersteller empfohlen vorbehandelt:

» Vorwaschen mit destilliertem Wasser (15 min)

* Einlegen der Membranen in 25-30% Ethanol fir maximal 10 min

*  Auswaschen mit destilliertem Wasser fur 20 min

*  Quédlen bzw. Séttigen der Membranen in MICB fir 15 min

Da der Durchmesser der Membranen fur die Dialysezellen zu grof3 war und sie so tber diese

hinausgeragt hatten, wurde en Kreis von ca 5,3 cm? ausgeschnitten und deser dann Uber die

Offnungen der Einzezellen gelegt. Die Dialyszellen wurden wie folgt zusammengesetzt und

befullt:

»  Das Donorkompartiment wurde mit einer zugeschnittenen Membran verschlossen

* In das Zwischenkompartiment wurde frischer oder bei 37°C aufgetauter Mucus mittels
einer Plastikeinmalpipette luftblasenfrei eingefiillt. Pro Dialysezelle kamen 5 g Mucus
zum Einsatz

+ Die zweite Offnung des Zwischenkompartiments wurde mit einer zugeschnittenen
Membran verschlossen

» Das Akzeptorkompartiment wurde auf das Zwischenkompartiment aufgesetzt

» Die fertige Dialysezelle wurde in den Zellblock gelegt. Zwischen die @nzdnen
Dialysezellen wurde @n Abstandhalter eingesetzt. Der Zellblock wurde verschraubt, so
dal’ de Dialysezellen fest verschlossen waren und kein Wasser eindringen konnte.

* In jedem Einzdkompartiment befanden sich dre kleine Bohrungen, Uber die das
jeweilige Kompartiment mittels einer Einwegspritze mit Kandle beflillt werden konnte.
Diese Bohrungen konnten mit Stopfen dcht verschlossen werden.

*  Zur Befullung des Donor- bzw Akzeptorkompartiments wurde durch eine der Bohrung

1 ml Lésung eingefillt und die Bohrung dann verschlossen. An der gegentiberliegenden
Seite dieser Bohrung befanden sich zwei weitere. Durch eine von diesen Bohrungen
wurde solange Losung eingeflllt, bis diese an der gegeniberliegenden Seite wieder
audtrat. Anschlief3end wurden beide Bohrungen verschlossen.

Nadcdem alle Dialysezellen befillt, und alle Zelblécke in das Gerdt eingesetzt worden

waren, wurde dieses in das temperierte Wasser elngehangt. Durch schonende Rotation van
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12 Upm um eine Achse senkrecht zur Membran wurden de Losungen wahrend des gesamten
Versuchs hinreichend durchmischt. Zu bestimmten Zetpunkten wurden aus den
Akzeptorkompartimenten Proben vonca 500 pl enthommen. Pro Zeitpunkt (15, 30, 45 und
60 min) wurde jeweils eine Dialysezelle verwendet. Fur die Bilanzierungsuntersuchungen
wurden ebensolche Proben auch aus dem Donorkompartiment entnommen. Als
Modellwirkstoff kam Carboxyfluoreszein in MICB zum Einsatz. Die Proben wurden in
Mikrotiterplatten mit dem Fluroskan vermessen (Gerdtedanstellung s. 2.4.2). Anregungs- und
Emissionswellenlénge fur Carboxyfluoreszein liegen bel 492 bzw. 518 nm. Gemessen wurde
mit dem FITC-Filter. Zunéchst wurde die Diffusion von Carboxyfluoreszein mit und ohne
Gallensalze durch MICB-Puffer untersucht (Nullwertexperimente). Dazu wurde statt Mucus
Puffer in das Zwischenkompartiment geflllt. In einer zweiten Versuchsrethe wurde dann de
Diffusion von Carboxyfluoreszein durch Mucus bei An- und Abwesenheit von Gallensalzen
untersucht. Mucus enthélt unter anderem auch Farbstoffe, vermutlich aus Resten von Galle.
Wahrend der Dialyse traten Farbstoffmolekile in das Akzeptorkompartiment Gber. Die Léung
wies daher eine gelbliche Farbung auf. Diese Farbung storte die Fluorezenzmesaung, daher
wurde ane Diayse ohne Carboxyfluoreszein durch Mucus durchgefihrt. Die gemessenen
Werte wurden gemittelt und von den Mef3werten der Probel Gsungen abgezogen.

2.11.3 Auswertung

Be Diffusionsvorgangen in vivo herrschen zumeist sink-Bedingungen. Das hier vorgestellte
Mucusdiffusonsmodell ist ein geschlossenes System. Snk-Bedingungen kénnen hier nur in
dem Bereich angenommen werden, in dem noch kein Gleichgewicht erreicht wurde. In [112]
wurde gezagt, dal’ ein Gleichgewicht erst nach zwel bis vier Stunden Dialysierzeit erreicht
wird. Daher wurde die Dialyse nach einer Stunde agebrochen urd die Konzentration in
Donor- und Akzeptorkompartiment bestimmt. Aus den erhaltenen Daten wurde der
Mas@enflud errechnet. Der MassenfluR wird als Massenanderung pro Zeiteinheit im dritten
Kompartiment definiert.

Massenandeng _ dm
Zeit dt

MassenfulZ

[mg/h]

Dazu wurde die Konzentration von Carboxyfluoreszein im Akzeptor nach einer Stunde
Diayse bestimmt. Der so bestimmte Massenfluld schliefdt lag time Effekte der einzdnen
Wirkstoffe an. Unter lag time ist dabei die Zeit zu verstehen, nach der ein gewisser
kinetischer Prozef einsetzt. Der relative Masenflul kezeht den Masenfluld auf die
Anfangsmas<s des diffunderten Stoffes. Er gibt an, wieviel Prozent der Ausgangsmasse pro
Zeiteinheit in den Akzeptor diff undieren:

relativerMassenflu(® dm/ rno><1OO [%/h]
dm Massenanderung im Akzeptorkomparti ment [mg]
mo Aufangsmasse im Donorkomparitment [mg]
t Zeit [hi

Fur die Nullwertexperimente wurden entsprechend der MassnflulR und der relative
Massenflul berechnet. Da der Massenflul® in den Nullwertexperimenten wirkstoff abhangig
ist, kann der relative Massenfluld eines Wirkstoff s auf seinen Nullwert bezogen werden.
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Der korrigierte relative Massenflul? errechnet sich:

.. . relativerMassenfluRimMucus
korrigierterrelativeMassenfl® = - x 100 [%]
relativerMassenfluffloneMucus

2.12 Anisotropiemessungen

Um den Einflul3 verschiedener Gallensalze auf den Ordnungszustand in Biomembranen zu
untersuchen, wurden Anisotropiemesaingen durchgefiihrt. Diese Mesaungen wurden am
Institut fir Pharmazeuti sche Technologie und Biopharmazie in Marburg vargenommen.

2.12.1 Herstellung der Liposomen

1 ml einer bei —20°C gelagerten DMPC-L6sung (18,25 mg /ml Chloroform) wurde in einen
Rundkolben pipettiert und mit ungefahr 10 ml Chloroform versetzt. Diese Lésung wurde am
Rotavapor[] bei 35°C im Vakuuum abrotiert bis das Lipid enen gleichméfigen Film am
Kolbenboden gebildet hatte und das Chloroform vollstandig verdampft war. Der Film wurde
danach im Vakuumtrockenschrank eine Stunde bel 35°C getrocknet, um Chloroformreste zu
entfernen. Anschlief3end wurde 1 ml HEPES B in den Kolben gegeben, 5 Glasperlen zugeftgt
und der Film durch langsame Drehbewegung des Rotavapors abgeschabt. Auf diese Art
entstanden im Kolben spontan multilamellare Vesikel aus DMPC. Um daraus unilamellare
Vesikel moglichst einheitlicher Grole a1 machen, wurde die Losung 21 mal durch eine
Membran mit 200 nm Porenweite mit Hilfe @nes Liposofast Extruder [J extrudiert. Die so
hergestellten DM PC-Liposomen wurden in einem Autosizer vermesn.

2.12.2 Anisotropiemessungen

100 pl der hergestellten Liposomen wurden mit 36 pl einer 0,01 Mol DPH-LAung versetzt
und eine halbe Stunde bel Zimmertemperatur unter Lichtausschluf® inkubiert.

10 pl der mit DPH inkubierten Liposomen wurden mit 3 ml HEPES B oder Testlosung
(Gallensalz oder Tritond X 100 Losung in HEPES B) versetzt, mit einer Eppendorfpipette
kurz gemischt und sofort im Lumineszenz-Spektrometer vermessen.

Folgende Messeinstellungen wurden benutzt:

Number of flasher 10

Duration 10 sec
Gf-Fador 1,401
Slit 5

Anregungs-wheel Posl vertikaler Filter
Pos 3 horizontaler Filter

Emissions-whed Pos 1 vertikaler Filte
Pos 3 horizontaler Filter
DPH Aec= 336 NM; Aem= 430 Nm

Die Mesaungen wurden mit einem an das Spektrometer angeschlossenen Computer verfolgt
und aufgezechnet (Software: FL WinLab Vers. 2.01).
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Die pro Mesaung fiur r erhaltenen Werte wurden gemittelt. Jede Mesaung wurde dreimal
wiederholt. Die Mel3reihe wurde @énmal bel 10 °C und einmal bel 37°C aufgenommen. Der
KUvettenraum wurde dabei Uber ein angeschlossenes Wasserbad temperiert.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Lodichkeit der Gallensalze in ver schiedenen Puffern

Gallensauren, nicht aber ihre Salze, werden als polare Lipide Klass | klassfiziert [114], das
heilt, sie sind unlédliche, nicht quellfahige Amphiphile. Im Gegensatz dazu sind de
Natriumsalze der Gallensauren wasserl6slich und aggregieren spontan zu Mizdlen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden zwei nichtkonjugierte Gallensalze, namentlich die Na-
Salze von CDCA und UDCA sowie @n Taurinkonjugat und ein Sarcosinkonjugat der
Cholsaure untersucht. Die Loédlichkeit dieser Gallensalze weicht stark voneinander ab.
Wahrend TC bei naheau alen pH-Werten 16dlich ist, liegen de CMpH-Werte (s. dazu Seite
12) fur CDCA bei 6,7 und fur UDCA bei 8,0. Das heifd bei dem physiologischen pH-Wert
des Darms fallen sowohl CDCA as auch UDCA als freie Sduren aus. Gall ensauren bilden mit
Ca”*-lonen schwerlosliche Verbindungen. Unter physiologischen Bedingungen kommt es
alerdings kaum zum Ausfallen von Ca-Salzen der Gallensauren. Dies hat mehere Grinde:
Nattrliche Gallensduren liegen zumeist as Glycin oder Taurinkonjugate vor. Taurin-
Konjugate bilden Uberhaupt keine schwerlodichen Ca-Saze Glycin-Konjugate in
untergeordneten Mal3e [115]. Aul¥erdem wird die Gallensalzaktivitét durch Mizdlbildung und
die Aktivitdt der Calonen wiederum durch deren Bindung an dese Gallensalz-Mizdlen
herabgesetzt. Die Prézipitation von Ca-Gallensduren-Salzen geht zudem sehr langsam
vonstatten und fuhrt eher zur Bildung eines metastabilen Gels als zu einem kristallinen
Niederschlag [115].

Fur die nachfolgenden Experimente sollte ein Puffer als Losungsmittel fur die Gallensalze
gewahlt werden, in dem diese in den erforderlichen Konzentrationen bei einem pH von 7,4
vollsténdig geldst vorliegen. Folgende Puffer wurden untersucht:

Kaliumphosphat-Puffer 50 mMol ; Natriumphosphat-Puffer 50 mMol; Zellkulturmedium
serumfrei, HBSS Transportpuffer; physiologische Kochsalzldsung, HEPES 10 mM; der pH-
Wert wurde auf3er bel Kochsalzldsung auf 7,4 eingestellt.

Ergebnis der Untersuchung:

Puff er CDCA- UDCA- CSNa |TC-Na
Na Na
23mM  23mM |[23mM 58mM [20mM |20 mM
K>HPO4/KH-PO,4-Puff er - - - - + +
50 mMol
NaH,PO4/Na,HPO4-Puffer + + - - + +
50 mMol
Zellkulturmedium, serumfrel | - - - - - +
HBSS - - - - - +
Transportpuff er - - - - - +
Physiologische Kochsal z- + + - + + +
[6sung
HEPES 10 mM + + - + + +

: Gallensalz |6ste sich nicht vollstandig; + : Gallensalz |6ste sich voll sténdig
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Transportpuffer, HBSS und Zdlkulturmedium enthalten Kalziumsalze (ca. 0,2%, 50 mM).
Bis auf Taurocholat |6ste sich keine der untersuchten Gallensalze in diesen Medien.
Charakteristisch fur UDCA-Na war die Entstehung einer anscheinend klaren Losung, aus der
sich nach einigen Stunden ein Niederschlag bildete. Kaliumsalze schienen die Léslichkeit von
UDCA-Na und CDCA-Na negativ zu beanflussen In der Literatur wurden hierzu keine
Angaben gefunden. Na-lonen erniedrigen de CMC de Galensalzen aufgrund einer
Erhéhung der lonenstérke in der Losung [116]. Alle Gallensalze 16sten sich vollstandig in
HEPES B. Die Losungen blieben auch Uber Stunden oabil. Die Ergebnise der
Losungsversuche entsprachen im allgemeinen den Erwartungen und dedten sich mit den
Angaben in der Literatur. Als Puffer zur Herstellung der Gallensalzlésungen wurde fir die
nachfolgenden Experimente somit HEPES 10 mM pH 7,4 (HEPES B) gewahlt.

Anmerkung: Es wurden nu die Konzentrationen an Gall ensalzen untersucht, die auch spéter
in den Experimenten eingesetzt werden sollten. Es wurde also keine Ldslichkeit im
eigentlichen Sinnein den einzdnen Puffern bestimmt.

3.2 Toxizitatsuntersuchungen

Gadlensalze sind physiologische Bestandteile des Darmlumens. Se liegen unter
physiologischen Bedingungen im Darm as Mischmizdlen mit Phospholipiden und
Cholesterol vor. In desen Mizdlenist die Toxizitét der Gallensalze stark erniedrigt.

Daher wurde ihr Einsatz as Resorptionsenhancer lange as unbedenklich angesehen.
Aufgrund ihrer oberfladhenaktiven Eigenschaften fiihren sie in Tierversuchen allerdings zu
lokalen Irritationen und Schadigungen des Epithels (Verkirzung oder Fehlen der Mikrovilli,
Zerstérung von Zellorganellen). Diese Schadigungen sind um so grof3er je hydrophober die
Gallensdureist, wobei Konjugation mit Taurin oder Glycin diesen Eff ekt abmildert [117]. Die
Schéden erwiesen sich alsreversibel.

Im Folgenden wird die Zytotoxizitdét von CS-Na ,TC-Na, CDCA-Na und UDCA-Na an
CaCo-2 Zellmodell untersucht.

3.21 Lactatdehydrogenase Aktivitat nach Gallensalzinkubation

Zunachst wurden all e Gallensalze als 1% und 0,5% L 6sungen in HEPES B Puffer untersucht .
Wiein Kapitel 3.1 dargelegt, lield de geringe Loslichkeit von UDCA-Na es nicht zu, eine 1%
Losung herzustellen. Weiterhin wurde festgestellt, dal? CDCA-Na in Konzentrationen hther
als 0,1% die Zellen in kirzester Zeit vollstandig lysiert (mikroskopische Kontrolle s. Kapitel
3.2.3). Dabel entsteht ein viskoser, gelartiger Schlem aus Protein und anderen
Zellbestandteilen. Alle nachfolgenden Experimente wurden mit 0,1 und 0,05% CDCA-Na
Losungen duchgefiihrt. In UDCA-Na Lésungen in Konzentrationen tber 0,25% bildete sich
auf den Zdlen ein hochviskoses Gel. Eine gleichzetige Lyse der Zellen wie bei CDCA-Na
war alerdings nicht festzustellen. Vermutlich handelt es sch bei diesem Gel um en
metastabiles Kalziumsalz. UDCA-Na wurde in allen nachfolgenden Experimenten als 0,25
und 0,1% Ldsung in HEPES B untersucht.
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Konzentrationen der untersuchten Gall ensal zlésungen in HEPES B:

Gallensalz Konzentration [% m/v] Konzentration [mM]
Cholylsarcosin-Na 1 20
0,75 15
0,5 10
0,25 5
Na-Taurocholat 1 18,6
0,75 14
0,5 9,3
Na-Taurocholat 0,25 4,6
CDCA-Na 0,1 2,3
0,05 1,2
UDCA-Na 0,25 5,8
0,1 2,3

Die relative LDH-Freisetzung nach 30, 60 und 90 min ist in den folgenden Graphen

dargestellt:
Relative LDH-Freisetzung nach 30 min
110
o
100 S -
o g
5 2
= S L
=) 2 N o)
80 S RS 2 | S -
= Ire) o
b3 & N © g
c RS z o z P
2 — T < <
S Fl s o8 2 2 |8
= =3
< 607 2z B B g § © |° B
< [<] 7] o o S = © ~
: = <] p - ) 3 2 o
= 15 = z z o P LS
N ~ I T T o | o <
X = K] k= c p © - S T
= = %) 7] Z b4 © <
o _ @ o Q o ; <] o < L
[ 40 — > = o o c < o S
=1gl8 5 & ¢| | L ¢ ¢ . &
0 z o ) Q g T S —
i > > ¢ ER & o
o [<] © I © © {
w < < K%) = 2 o ]
T @) o > < © z
204 % ° z z < |
o2 T S < Q
S o 5
= S
g o]
0 } } }




52

Ergebnisse und Diskussion

Relative LDH-Freisetzung nach 60 min
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Von Triton X 100 ist bekannt, dal3 es Zellen in einer Konzentration von 0,1% voll sténdig
lysiert [26]. Daher wurde die nach Tritond X 100 im apicden Medium gemessne LDH-
Aktivitét als 100% Toxizitét bewertet. HEPES B als Kontrolle hatte ewartungsgemal} eine
vernadhlassigbare Toxizitét. Diese ist wahrscheinlich eher auf Schadigung beim Waschen der
Zellen as auf die Auswirkung vonHEPES B zurtckzufihren.

Die Toxizitdét von CS-Na ist nach 30 min im Vergleich zu TC-Na niedrig, steigt aber
innerhalb der n&chsten Stunde kontinuierlich an und ist nach 90 min deutlich hoher, als die
von TC-Na. Betrachtet man de Toxizitdt von TC-Na, so stellt man eine umgekehrte
Entwicklung fest. Die Toxizitét von TC-Na hatte nach 30 min bereits ihren hdchsten Wert
erreicht. Innerhalb der ndchsten halben Stunde sinkt sie um die Halfte. Daraus kann
geschlossen werden, dald de toxischen Auswirkungen ,die von TC-Na auf die Zellen ausgelibt
werden, schnell in ihrer vollen Wirkung auftreten. Bel CS-Na hingegen setzt die Schadigung
viel langsamer ein. CS-Na zdgt in seiner 0,75 % Ldsung zu jedem Zeitpunkt eine geringere
Toxizitét as TC-Nain derselben Konzentration Die 0,5 urd 0,25% L6sungen von TC-Na und
CS-Na verursachen nur noch geringfuigige Schadigungen. Die untersuchte Konzentration von
CDCA-Naist um den Faktor 10 niedriger als die Konzentrationen von TC- und CS-Na. Die
Zytotoxizitét von CDCA-Na dagegen ist zu alen Zetpunkten hoher, as die von TC-Na und
CSNa. Rahman und Billington [118] kamen zu demselben Ergebnis. Die toxischen
Auswirkungen der UDCA-Na Losungen auf die Zellen ist gering. Nadch 90 min ist auch hier
ein Anstieg der Toxizitét zu beobachten.

Betrachtet man de Toxizitdt von CDCA-Na und UDCA-Na, félt auf, da3 die niedrigere
Konzentration eine héhere Toxizitéat zu haben scheint. Ausgehend von der Annahme, dal3
CDCA-Na durch seine stark lysierende Wirkung LDH inaktiviert, wurden jeweils 100 pl
LDH-Enzym mit CDCA-Na L6ésungen verschiedener Konzentrationen eine Stunde inkubiert.
Das Ergebnis ze gt:

Nachweis von LDH neben CDCA-Na

140

CDCA-Na 0,25% und 100 pl LDH

LDH-Aktivitat [%]
(e}
o
|
HEPES B und 100 pl LDH
CDCA-Na 1% und 100 pl LDH
CDCA-Na 0,75% und 100 pl LDH
CDCA-Na 0,5% und 100 pl LDH
CDCA-Na 0,1% und 100 pl LDH
CDCA-Na 0,05% und 100 pl LDH
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Das LDH-Enzym ist vollsténdig in jeder CDCA-Na-Losung nachweisbar und wird somit
nicht inakitviert. Nach deser Feststellung erscheinen die Ergebnise des LDH-Assy
unstimmig. Mikroskopisch konnte nachgewiesen werden, dal3 CDCA-Na 0,1% die Zellen
stérker schadigt als in 0,05% Losung (s. dazu Kapitel 3.4). Es erscheint unlogisch, dal3 eine
niedrigere Konzentration eine hthere Toxizitét haben soll. Eine mdgliche Erklarung fur dieses
Phdnomen konnte in einer Diffusonbehinderung des Enzym durch den auf den Zellen
haftenden Schleim liegen: Nadh der Inkubation von 0,1% CDCA-Na Lésung werden die
Zellen stérker geschadigt als durch eine 0,05 % Losung. Der auf den Zellen haftende Schleim
behindert die Diffusion von LDH in den apicden Puffern. Es ist dadurch nur ein Teil des
freigesetzten Enzyms nachweisbar. Triton® X 100 fahrt zu einer vollsténdigen Lyse der
Zellen. Das Auftreten eines gelartigen Schleims konnte nicht beobadtet werden. Der LDH-
Assy liefert hier vernurftige Ergebnise. Es wurde versucht, durch Verdinnung oder
Extraktion, Enzym aus dem Zellschleim freizusetzen. Eine geeignete Methode wurde nicht
gefunden. Der LDH-Assay alleine liefert keine befriedigende Einschéatzung der Zytotoxizitét.
Daher wurden weitere Untersuchungen durchgefuhrt ( s. Kapitel 3.2.2 his3.2.4)

Die Frage, ob Gallensalze nur in Konzentrationen oberhalb der CMC ( CMC der untersuchten
Gallensduren s. Kapitel 1.4.1.3 undl.4.2.4) toxische Auswirkungen auf die Zellen haben,
kann nicht allgemeingultig fur ale untersuchten Gall ensalze beantwortet werden. TC-Na und
CS-Na zdgen in Konzentrationen unterhalb ihrer CMC (0,5 und 025%) eine deutlich
geringere Toxizitat. Deutliche Schadigungen der Zellen verbunden mit der Freisetzung von
LDH werden von CS-Na und TC-Na nur in Konzentrationen oberhalb der CMC verursacht.
Dabei kommt es zu einer mizdlaren Solubilisation von Membranbestandteilen, die in
niedrigeren Konzentrationen zur Bildung von Membranporen fuhrt. Durch diese Poren kann
LDH austreten. In submizdlaren Konzentrationen lagern sich TC-Na- und CS-Na- Monomere
lediglich in die Membranen ein, ohne das Entstehen von Poren zu verursachen. Werner [119]
untersuchte im Rahmen ihrer Disertation de Zytotoxizitdt von TC-Na in verschiedenen
Konzentrationen. Auch sie stellte fest, das TC-Na nur in Konzentrationen oberhalb der CMC
zu deutlichen Zellschdden fihrt. Ruetz & a fanden, dal3 TC-Na Phosphatidylcholin aus
Zellmembranen extrahieren kann. Dabel entstehen keine Poren im Bilayer. PC senkt die CMC
von TC-Naauf 200 uM. Andere Phosphatidylverbindungen haben diesen Effekt nicht [120].
CDCA-Na und UDCA-Na wurden nur in Konzentrationen unterhalb ihrer CMC untersucht.
Bei CDCA-Na konnte dennoch eine deutliche Toxizitét fur die Zellen nachgewiesen werden.
Schélmerich et al. [12]1] fanden ebenfalls eine erhdhte Toxizitdt von CDCA-Na und
Desoxycholat-Na in submizdlaren Losungen. Als Erklarung wird angefthrt, dal3
unkonjugierte, hydrophobe Gallensalze in die Zellen aufgenommen werden und dort direkt
den Zdlkern, das Zytoplasma oder die Mitochondrien schadigen. Wahrend TC und CS-Na
lediglich in die Zellmembran eingebaut werden, permeiert das hydrophobere CDCA-Nain die
Zelle hingin. Schiff et al. [122] untersuchten den aktiven und passiven Transport von
Gallensalzen in DUnndarm und Kolon. Sie fanden, dal3 der Permeabilitéiskoeffizient der
passiven Diffusion duch Hydroxylgruppen um den Faktor 3,4, durch Konjugation mit Glycin
um den Faktor 6,8 und durch Konjugation mit Taurin um den Faktor 8,1 verringert wird. Die
anionischen Gallensalze diffundieren geméald dieser Reihenfolge noch einmal deutlich
langsamer. Die Affinitat fir den aktiven Transporter hingegen verhédlt sich umgekehrt:
Trihydroxygallensauren haben eine groRere Affinitdéc zu dem Transporter als
Dihydroxygallensauren.

Die deutlich geringere Toxizitét von UDCA-Na resultiert sowohl aus der hoheren Hydrophilie
gegenuiber CDCA-Na, die das Permeieren in die Zelle easchwert, als auch der deutlich
héheren CMC von 19 mM.
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Nach der Untersuchung der LDH-Freisetzung kann fir die Toxizitét der getesteten
Gallensal ze folgende Reihenfolge aufgestel It werden:

Chenodesoxycholat >> Taurocholat > Sarcosincholat >> Ursodesoxycholat

Entsprechend den in der Literatur gefundenen Angaben, weist das Dihydroxygallensalz
CDCA-Na eine deutlich grollere Toxizitdét as die Trihydroxygallensalze auf
[92,121,123,124,125].

Insgesamt erweist sich der LDH-Assay zur Untersuchung der Zytotoxizitét von Gallensalzen
nicht als uneingeschrankt geagnet. Fur die Trihydroxygallensalze konnten nachollziehbare
Ergebnise @zidt werden. Die Untersuchung von CDCA-Na lieferte dagegen
widersprichliche Resultate.

3.2.2 Aktivitat mitochondrialer Dehydr ogenasen nach Gallensalzinkubation

Die Aktivitét der mitochondrialen Dehydrogenasen wurde mittels WST-1 Assay untersucht.
Mitochondrien sind besonders empfindlich gegentiber Gallensalzen. Sie sind das erste
Zellorgandll, das nach Gallensalzinkubation geschadigt wird [126,127,128] Der WST-1-
Assay ist somit ein empfindlicher Toxizitétstest.

Die vollstandige Umsetzung von WST-1 zu dem dunkelroten Formazan kann sich tber einen
Zeitraum von his zu 4 Stunden erstredken. Daher wurden die Mikrotiterplatten zunéchst nach
30, 60, 120, 180 und 240 Minuten vermesen. Dabei wurde festgestellt, dal3 sich bereits nach
einer halben Stunde Inkubationzet WST-1 vollstandig umgesetzt hatte. Nadch dieser Zeit
blieben die Mef3ergebnisse konstant.

Die Gallensalze wurden in folgenden Konzentrationen untersucht:

Gallensalz Konzentration [% m/v] Konzentration [mM]
Cholylsarcosin-Na 1 20
0,75 15
0,5 10
0,25 5
Na-Taurocholat 1 18,6
0,75 14
0,5 9,3
0,25 4,6
CDCA-Na 1 23
0,75 174
0,5 12
0,25 6
0,1 23
0,05 1,2
UDCA-Na 0,5 12
0,25 6
0,1 2,3
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Ergebnis der Messungen:

Relative Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen
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HEPES B verursadite nur eine vernachldssgbare Freisetzung von LDH in das apicale
Medium (s. Kapitel 3.2.1). Daher wurde die Viahilitét der CaCo-2 Zellen nach Inkubation mit
HEPES B als 100% bewertet.

Nad Inkubation mit Triton[1X 100 0,1% sinkt die Viabilitét der Zellen auf 15%.

CS-Na weist gegeniiber den Ergebnissen des LDH-Assays eine geringere Toxizitdt auf. Die
Zellen werden deutlich weniger geschédigt as durch TC-Na. TC-Na fuhrt in 1 und 0,75%
Losung zu einem deutlichen Rickgang der Zellviabilitét. In 05 und 0,25% LOsung ist die
Viahilitdt kaum herabgesetzt. TC-Na und CS-Na fuhren auch hier nur in Konzentrationen
oberhalb der CMC zu nennenswerten Zell schaden.

CDCA-Na fuhrt zu dhnlichen Ergebnissen wie Triton® X 100. In Konzentrationen oberhalb
von 0,1% sinkt die Viabilitéat auf 17 %. In 0,1%ig und 0Q05%ig Losung steigt die Viabilitat
leicht auf 22 % an.

UDCA-Na =zigt nur in 05% Losung eine deutlich verminderte Zelviabilitét. In den
niedrigeren Konzentrationen werden die Zellen kaum geschadigt.

Die Ergebnisse des WST-1 Assys zeigen, dal3 hthere Konzentrationen an CDCA-Na auch
eine hohere Toxizitdt aufweisen. Damit wird de Vermutung bestdtigt, dald die
widersprichlichen Ergebnise des LDH-Assays durch eine behinderte Diffusion des LDH-
Enzyms aus dem Zellschleim erklart werden konnen, bestétigt. Die Mesaung der Aktivitét der
mitochondrialen Dehydrogenasen beruht auf einer Farbreaktion. Diese wird duch den
auftretenden Zellschleim nicht beantradtigt. Nach diesen Ergebnissen erscheint der WST-1-
Test geeigneter, um die Zytotoxzitéat von Gallensalzen zu untersuchen, als der LDH-Assay.
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3.2.3 Trypanblaufarbung nach Gallensalzinkubation

Die Monolayer wurden nach Gall ensalzinkubation mit Trypanblau angeférbt.

Die Trypanblaufarbung ist kein empfindlicher Toxizitatstest. Zellen kdnnen bereits geschadigt
sein, obwohl die Zellmembran noch in der Lage, die Diffusion von Trypanblau in die Zelle zu
verhindern [129]. Ein Ausshnitt der Monolayer (ca 100 Zelen) wurde ausgezhlt und

halbquantitativ ausgewertet.

Ergebnis:

Gallensalz Konzentration in HEPES B Ergebnis der Auszahlung
[%0] der Anzahl geférbter Zellen

Kontrolle (TP) <1%

Taurocholat-Na 1 10-30 %
0,75 1-10 %
0,5 1-10 %
0,25 <1%

Cholylsarcosin-Na 1 10-30 %
0,75 1-10 %
0,5 1-10 %
0,25 <1%

CDCA-Na 1 > 80 %
0,75 > 80 %
0,5 > 80 %
0,25 > 80 %
0,1 > 80 %
0,05 50-80 %

UDCA-Na 0,5 10-30 %
0,25 1-10 %
0,1 1-10 %

CDCA-Nafuhrte in Konzentrationen tbker 0,1% zu einer voll standigen Lyse der Zellen.

Die Ergebnisse stehen mit den Ergebnissen aus Kapitel 3.2.1 urd 3.2.2 in Einklang.

Gaull und Wright [130] untersuchten mittels Trypanblaufarbung 15 Gallensalzlésungen in
einer Konzentration von 500 uM. CDCA-Na reduzierte die Zellviabilitdt nach einer Stunde
auf 15%, wahrend TC-Na und UDCA-Na in diessr Konzentration keine toxischen
Auswirkungen hatten.
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3.2.4 Mikroskopische Toxizitatsuntersuchungen

Die Zellen wurden nach Gallensalzinkubation mikrokopisch betrachtet. Mit Ausnahme nach
der Inkubation mit CDCA-Na lief3en sich nur geringfligige Schaden erkennen. Es bildeten
sich kleinere Locher im Monolayer. Vereinzelt konnten aufgequollene Zellen ausgemadht
werden. Im Gegensatz dazu lysierte CDCA-Na in Konzentrationen Uber 0,1% die Zellen
innerhalb kirzester Zeit naheau vollstandig. Nach Inkubation mit CDCA-Na 1%, 0,5 und
0,1%; CS-Na 1%, HEPES B und Triton X 100 0,1% wurden Aufnahmen mit der digitalen
Kamera gemadht.

Abb. 3.2.1: CaCo-2 Z€ellen nach 30 min Abb. 3.2.2: CaCo-2 Zdlen nach 30 min
Inkubation mit CDCA-Na 0,1% Inkubation mit CDCA-Na 0,5%

Abb. 3.2.3: CaCo-2 Zdlen nach 30 min Abb. 3.2.4: CaCo-2 Zdlen nach 30 min
Inkubation mit CDCA-Na 1% Inkubation mit Tritond X 100 0,1%
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Die Aufnahmen zegen nu nach Inkubation mit CDCA-Na 0,1% zdluldre Strukturen.
Allerdings ist auch hier ist der Monolayer stark geschadigt. In Abb. 3.2.1 und 3.2.2 erkennt
man Bereiche mit undeutlichen diffusen Zellbestandteilen, wahrend in Abb. 3.2.4 die Zellen
vollstandig aufgel6st sind. Die Aufnahmen zeigen deutlich, dal3 Triton® X 100 und CDCA-
Na die Zellstruktur vollstdndig zerstoren; doch wahrend Tritond X 100 Zellen naheau
rickstandsfrel auflost, bleibt bei CDCA-Na ein Schleim aus Zell bestandteilen und Proteinen
zuriick.
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Abb. 3.2.5: CaCo-2 Zellen nach 30 min Abb. 3.2.6: CaCo-2 Zellen nach 30 min

Inkubation mit CS-Na 1% Inkubation mit HEPES B

In Abb. 3.2.5 sind keine morphologischen Verdnderungen festzustell en.

Die mikroskopische Betrachtung kann nur drastische Schéden am Zellmonolayer aufdecken.
Nad Inkubation mit TC-Na und UDCA-Na ergaben sich dhnliche Bilder wie Abb. 3.2.5 und
3.2.6.

Fazit der Toxizitétsuntersuchungen:

CDCA-Na zeigte in den vorangegangenen Toxizitatuntersuchungen in Ubereinstimmung mit
der Literatur die grofdte Zytotoxizitét. TC-Na erwies sch as etwas toxischer a's CS-Na, was
so nicht unbedingt zu erwarten war. Beide Gallensalze sind Konjugate der Cholséure. Die
physikochemischen Eigenschaften unterscheiden sich nur wenig. Die Toxizitd von UDCA-
Naerwies sch erwartungsgemall al's sehr gering.

Der WST-1-Test ist zur Untersuchung der Zytotoxizitdt von Gallensalzen dem LDH-Assay
vorzuziehen. Die Gallensalze konnen hier in hohen Konzentrationen untersucht werden, ohne
den Test zu stéren. Zu bedenken ist, dald die Toxizitét der Gallensalzlosungen nur in-vitro am
CaCo-2 Zdlkulturmodell untersucht wurde. Die Membran des Darms ist in vivo wesentlich
resistenter gegen toxische Einflisse as Zelkulturen [72, 131]. Desweiteren liegen
Gallensalze in vivo in Mischmizdlen mit Cholesterol und PC vor, wodurch die Toxizitéat der
Gallensalze modifiziert wird. Es gibt verschiedene Beispiele, in denen Resorptionsenhancer in
Tierversuchen nebenwirkungsfrei eingesetzt wurden, an CaCo-2 Zellen dagegen deutlich
zytotoxische Auswirkungen zdgten. Wahrscheinlich verfugt das intakte Gewebe Uber
Abwehrmechanismen gegenliber Traumen, die in Zelkulturen nicht vorhanden sind.
Aul¥erdem fehlt im CaCo-2 Model die schitzende Mucusschicht. Trotzdem ist das
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Zellkulturmoddl ein gedgnetes Mitte, um eine este Klassfizierung von Substanzen
durchzufihren[72].

3.3 Anféarbung des Aktin-Filaments in CaCo-2 Zelen nach
Gallensalzinkubation

Phalloidin-FITC farbt in nM Konzentration selektiv F-Aktin an. Es bindet dabel an grof3e und
kleine Filamente in einem stdchiometrischen Verhdtnis von ein Molekil Phallotoxin pro
Aktin-Untereinheit in Muskel- und Nichtmuskelzdlen. G-Aktin Monomere werden nicht
gebunden. Unspezfische Bindungen wie sie bei Farbungen mit Antikdrpern auftreten, sind
vernachlaldigbar [137).

Propidiumiodid, ein Phenanthridin-Interkalator, bindet in einem stéchiometrischen Verhaltnis
von 1 Farbstoff molekil pro 4-5 Basenpaare sowohl an DNS als auch an RNS. Durch die
Interkalation von DNS bzw. RNS wird die Fluoreszenz von Propidiumiodid um ein 20-30-
faches verstarkt. Die Anregungswellenlénge verschiebt sich dabel um 30-40 nm nach rot und
die Emisgonswell enlange um 15 nm nach blau.

Abb. 3.3.1 CaCo-2 Z€llen nach Inkubation mit HEPES B

Das das Zytosol durchziehende Aktin-Filament ist grin angefarbt. Den meisten Raum
nehmen die rot angefarbten Kerne @n. Die Zelen in den dunkleren Bereichen der Aufnahme
liegen in einer anderen opitschen Ebene und sind nicht scharf fokusiert.
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Abb. 3.3.2: CaCo-2 Z€llen nach Inkubation mit CS-Na 1%

Abb. 3.3.3: CaCo-2 Zellen nach Inkubation mit CS-Na 0,5%
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Abb. 3.3.4: CaCo-2 Zellen nach Inkubation mit TC-Na 1%

Abb. 3.3.5: CaCo-2 Zellen nach Inkubation mit TC-Na 0,5%
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Abb. 3.3.6: CaCo-2 Z€llen nach Inkubation mit CDCA-Na0,1%

Abb. 3.3.7: CaCo-2 Zellen nach Inkubation mit CDCA-Na 0,05%
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Abb. 3.3.8: CaCo-2 Z€llen nach Inkubation mit UDCA-Na 0,25%

Abb. 3.3.9: CaCo-2 Z€llen nach Inkubation mit UDCA-Na0,1%
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Nad Inkubation mit CS-Na bleibt das Aktin-Filament intakt. Die Aufnahmen ahneln denen
mit HEPES B vorinkubierten Zellen. Ahnlich verhdlt es sch mit UDCA-Na. Auch hier sind
intakte Zellen mit einem den Zellkern umspannenden Filament zu erkennen.

TC-Nagreift in 1% Losung das Aktin-Filament an und 10st es teilweise auf. Dieses Ergebnis
deckt sich mit [119]. Nadh Inkubation mit 0,5% TC-Na sind keine Schéadigungen
festzustellen. In Abb. 3.3.6 wird deutlich, da3 CDCA-Na nicht nur das Aktin-Filament
zastort, sondern  auch die Zellkerne stark angreift. Die Zelkerne sind nicht mehr
gleichmafdig rot gefarbt, sondern wirken I6chrig. Die rot angefarbten Nukleinséuren laufen an
den Kernréndern zusasmmen. Mit CDCA-Na 0,05% ist dieser Effekt nicht mehr so deutlich
erkennbar. Diese Aufnahmen unterstiitzen die in Abschnitt 3.2 aufgestellte Hypothese, dali3
CDCA-Na in submizdlarer Konzentration in de Zellen permeiert und Zellorganellen
schadigt. Das Aktinfilament it ein Hauptbestandteil des Zytoskletts. Es ist mit den tight
junctions verbunden [133]. Epithelzellen werden unterhalb ihrer Birstensaummembran von
einem Aktin-Myosin-Band duchzogen, das die Zdlle vollstéandig umgibt. Dieses Band ist im
Bereich der zonulae apparentes mit der seitlichen Membran verbunden. Die Kontraktion des
perijunctionalen Aktin-Filaments ielt eine Rolle bel der physiologischen Regulation der
tight junctions: Behandelt man Zell en mit Cytochalasin, eine Substanz, die spezfisch mit dem
Zytoskelett interagiert, ist eine Abnahme des transepithelialen Widerstands festzustellen. Dies
wurde auch mit verschiedenen anderen Substanzen, die @éne Kondensation des Aktinfilaments
bewirken, beobachtet [134,135,136]. Wie vorangegangen gezegt, beanflusen bestimmte
Gallensalze das Aktinfilament und damit die Integritét des Zytoskeletts. Es ist zu vermuten,
dai dies auch zu einer Offnung der tight junctions fiihrt. Gallensalze eleichtern dadurch die
parazdlulare, passve Diffuson van Wirkstoffen.

3.4 Transportexperiment mit CaCo-2 Zellen

3.4.1 Durchgang von Octreotid in An- und Abwesenheit von Gallensalzen

[**C]-Octreotid wurde in einer Konzentration von durchschnittlich 2 pg/ml auf die Zellen
gegeben. In vivo hat Octreotid eine orale Bioverflgbarkeit von 0,3% im Menschen. Fricker et
al. [76] fanden in CaCo-2 Zellen einen Durchgang von 25 % nach 120 min.

CS-Na und TC-Na wurden as 1%ige und 0,5%ige Losung zugesetzt. CDCA-Na konnte nur
als maximal 0,1%ige Losung eingesetzt werden. In héheren Konzentrationen fiihrte der aus
den Zelen duch CDCA-Na Einwirkung gebildete fadige Schleem zu ener starken
Behinderung des Diffusionsprozesses. Octreotid konnte den auf dem Filter haftenden Schleim
nicht passeren. UDCA-Na wurde as 0,25 urd 01% LoOsung untersucht. Beide
Konzentrationen liegen unterhalb der CMC:
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Abb. 3.4.2 Durchgang im Verhdltnis zur eingesetzten Dosis von Octreotid in An- und Abwesenheit von

Gallensalze Uber 90 min.
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Der Durchgang von Octreotid ohne Gallensalzzusatz betrégt durchschnittlich 1,7% nach 100
min. Der apparente Permeabilitétskoeffizient liegt bei durchschnittlich 145¢10° cm/sec. Er
ist vergleichbar mit dem Papp des Parazdlularmarkers PEG 4000 von 198*10°.
Nadfolgende Tabelle listet die Permeabilitaskoeffizienten von Octreotid mit und ohne
Gallensalzzusatz auf.

Transportierte Losungen Papp [cm/sed Enhanceraktivitat
Octreotid 1.45 + 0.72*10° 1

Octreotid urd 1% CS-Na 3.27+1.98*10° 2.3

Octreotid urd 0,5% CS-Na 1.96 + 0.59*10°° 1.4

Octreotid urd 1% TC-Na 6.38 + 1.76*10° 4.4

Octreotid urd 0,5% TC-Na 1.73+ 0.41*10° 1.2

Octreotid und CDCA-Na 0,1% 8.03 + 3.33*10° 55

Octreotid urd CDCA-Na 0,05% 2.44 + 151*10° 1.7

Octreotid urd UDCA-Na 0,25% 1.27 + 0.6*10°® 0.88

Octreotid urd UDCA-Na 0,1% 1.41 + 0.61*10° 0.97

Die Enhanceraktivitét gibt am, um ein wieviel fades die Permeabilitét eines Wirkstoffes
durch elnen zugesetzten Resorptionsenhancer verbessert wird.

Die Ergebnise zegen, dal? die Enhanceraktivitdt konzentrationsabhangig ist. Die Aktivitaten
korrelieren mit den Ergebnisen der Toxizitétsuntersuchungen. Die Gallensalze, die die
hochste Zytotoxizitat aufweisen, zeigen auch die stérkste Permeabilitétsverbesserung. Der
niedrige Papp von Octreotid spricht fir eine Aufnahme Uber die tight juntions. Die
Enhanceraktivitdt von TC-Na 1% igt fast doppelt so hoch wie die von CS-Na 1%. Eine
Erklérung dafUr ist die unterschiedlich stark ausgepragte Wirkung auf die tight junctions: TC-
Na 1% beanflult im Gegensatz z2u CS-Na 1% die Integritét des Aktin-Filamentes und
beglinstigt damit eine Diffusion durch dietight junctions.

CDCA-Na hat die hochste Enhanceraktivitét. Es permeiert in submizdlaren Konzentrationen
aufgrund seiner Lipophilie durch die Zellmembran in de Zelle. Hier interagiert es owohl mit
dem Aktin-Filament (s. 3.3) als auch mit Ca-lonen. Beides filhrt zu eéinem Offnen der tight
junctions.

Aus den Ergebnissen der Transportstudien mit Octreotid wurde folgende Rehenfolge
aufgestellt:

CDCA-Na>> TC-Na>> CS-Na>>>>>UDCA-Na
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3.4.2 Durchgang von Desmopressin in An- und Abwesenheit von Gallensalzen

Desmopressn wurde als ein weiteres Modellpeptid eingesetzt, um die oben aufgestelte
Reihenfolge au Gkerprifen. Es ist zu erwarten, dald3 de permeabilitétsverbessernde Wirkung
von Gallensalzen in hohem Mal3e von dem eingesetzten Wirkstoff abhangt. Kimura et al. [83]
fanden folgenden Zusammenhang: die Permeabilitét von hydrophilen Wirkstoffen wird durch
Gadlensalze verbessert. Fur die Enhancereigenschaften ist Struktur und Lipophilie des
Molekils swie Stabilitdt und Grofe der Gallensalzmizellen entscheidend. Der
Hauptangriffsort der Gallensalze sind de tight junctions. Als Mechanismus wird Ca-
Komplexierung durch de Gallensazmizellen angefihrt. Der Durchgang lipophiler
Wirkstoffe, die die Membran per se gut permeieren konnen, wird duch Gallensalze der
verschlechtert. Dies wird mit einem Verlust an thermodynamischer Aktivitét durch Einschluld
in de Mizdlen erklart. Lipophile Substanzen werden fest in das lipophile Innere der Mizdlen
eingeschlossen, wahrend hydrophile Substanzen locker zwischen de hydrophilen
Molekiibereiche inseriert werden.

Desmopressn hat in- vivo eine orale Bioverfigbarkeit von 019%. Es wurde in einer
Konzentration von 1,128 mMol/ml eingesetzt. Die Galensalze wurden in denselben
Konzentrationen wiein 34.1 urtersucht.

Transportierte Losungen Papp [cm/sed Enhanceraktivitét
Desmopressn 5.00+ 1.73*10° 1

Desmopressn und 1% CS-Na 5.69 +1.76*10° 1.14
Desmopressn und 0,5% CS-Na 4.09 + 1.04*10° 0.82
Desmopressn und 1% TC-Na 11.2 +3.18*10° 2.24
Desmopressn und 05% TC-Na 4.84+1.71*10° 0.97
Desmopressn und CDCA-Na 0,1% 26 + 8.34*10° 5.2
Desmopressn und CDCA-Na0,05%  7.54 + 1.36*10° 1.51
Desmopressn und UDCA-Na0,25%  8.15+ 2.04*10° 1.5
Desmopressn und UDCA-Na 0,1% 6.1+1.18*10° 1.2

Die Enhanceraktivitét ist auch hier konzentrationsabhangig.

Der Papp von Desmopressn ist mit 5*10° etwas hoher als der Papp des Parazd lularmakers
PEG 4000mit 1.98¢10°. Lundn et a. [137] fanden in CaCo-2 Zellen einen Kleineren Papp,
vergleichbar mit dem von PEG 4000. Demopressn wird as hydrophiles Molekul mit einem
Octanol-Wassr-Verteillungskoeffizienten von log P= -1.95 bevorzugt parazdlulér
transportiert. Da der Papp in den valiegenden Experimenten hoher ist , as der des
Parazdlularmakers, konnte auf einen aktiven Transport durch den Mondayer geschlossen
werden. Dies widerspricht Lundn et al. [137,138]: In Studien an Zellen und Ratten wurden
keine Anzechen fur einen aktiven Transport oder Endozytose gefunden.Vergleicht man die
Enhanceraktivitdten der Gallensalze bel Desmopressn und Octreotid, falt auf, dal3 de
Gallensalze den Transport von Octreotid deutlicher verbessern als den von Desmopressn.
Lediglich CDCA-Na weist in beiden Fallen deselbe Enhanceraktivitét auf. Alleine durch den
unterschiedlichen Einfluld der Gallensalze auf das Aktin-Filament bzw. die tight junctions
kann dieser Unterschied nicht erklart werden. Fricker et al. [139,76] fanden Anzeichen, dal3
Octreotid auch transzdlular aufgenommen wird. Um hiertiber Aufschlufd zu erhalten wird
nachfolgend die Aufnahme von NBD-Octreotid in CaCo-2 Monolayer unter dem konfokalen
Lasermikroskop betrachtet.
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Abb. 3.4.3: Durchgang in Bezug auf die eingesetzte Dosis von Desmopressin in 90 min in An-und Abwesenheit

von Gallensalzen
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Abb. 3.4.4: Durchgang in Bezug auf die eingesetzte Dosis von Desmopressin in 90 min in An-und Abwesenheit

von Gallensalzen
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Obwohl die Effekte in den Transportexperimenten mit Desmopressn nicht so deutlich zu
Tage treten, wird die in Abschnitt 3.4.1 aufgestellte Reithenfolge weitgehend bestétigt.
UDCA-Naund CS-Nafuhren hier allerdings zu einer dhnlichen Transportverbesserung.

CDCA-Na>>TC-Na>> CS-Na = UDCA-NA

3.4.3 Aufnahmever suche mit NBD-Octreotid

Das fluoreszierendes 7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol (NBD)-Derivat von Octreotid wurde
eingesetzt, um die Aufnahme in de Zelen in An- und Abwesenheit verschiedener
Gallensduren darzustell en.

Abb. 3.4.5 CaCo-2 Z€llen nach Inkubation mit NBD-Octreotid und HEPES B
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Abb. 3.4.6: CaCo-2 Z€llen nach Inkubation mit NBD-Octreotid und CS-Na 1%

Abb. 3.4.7: CaCo-2 Z€llen nach Inkubation mit NBD-Octreotid und CS-Na 0,5%
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Abb. 3.4.8: CaCo-2 Zellen nach Inkubation mit NBD-Octreotid und TC-Na 1%

Abb. 3.4.9: CaCo-2 Z€llen nach Inkubation mit NBD-Octreotid und TC-Na 0,5%
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Abb. 3.4.11: CaCo-2 Zellen nach Inkubation mit NBD-Octreotid und CDCA-Na 0,1%

Abb. 3.4.13: CaCo-2 Zellen nach Inkubation mit NBD-Octreotid und UDCA-Na 0,25%
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Die Aufnahmen lassen einen griinfluoreszierenden Rand um die Zellen erkennen. Ob die
Fluoreszenz hauptsachlich in den tight junctions lokalisiert ist, oder auf eine Einlagerung van
Octreotid in die Zellmembran oder eine Aufnahme in das Zytoplasma zuriickzuftihren ist, ist
nicht zu erkennen. Der grofte Raum in der CaCo-2-Zelle wird zudem von dem Zellkern
eingenommen. Zytoplasma und Zellmembran nehmen nur sehr wenig Raum en. Die
Aufnahmen sprechen weder deutlich fur eine transzdl ulére Diff usion von Octreotid durch den
Monolayer noch widerlegen siediese. In Abb. 3.4.8 und 34.11 ist eine schwadhe Fluoreszenz
in den Zelen im Bereich des Zellkerns erkennbar. Dies beweist allerdings nicht unbedingt
eine transzdluléare Aufnahme von Octreotid in de Zellen. Sie kénnte auch auf die hohere
Toxizitdt von CDCA-Naund TC-Nafur die Zellen zurtickzufiihren sein.
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3.5 Beanflusaung des parazdlularen Transportwegs in CaCo-2 Zellen
durch Gallensalze

Der Hauptangriffsort der Gallensalze sind die tight junctions. Durch Interaktion mit dem
Aktin-Filament und durch mizdlare Bindung von Ca-lonen werden de zonulae occludentes
erweitert. Diesfuhrt zu einer erleichterten Diffuson van hydrophilen Molekilen.

3.5.1 Beeanflusaung destransepithelialen Widerstandes durch Gallensalze

Der transepitheliale dektrische Widerstand (TEER) ist ein Mal3 fur die Dichtigkeit von
Geweben und Zellmonolayern. In CaCo-2 Monolayern betrégt er ungefahr 300 Q*cm?. Eine
Off nung der tight junctions fiihrt zu einem Abfall des TEER.

Die nachfolgenden Abbildungen zegen die prozentuale Abnahme des TEER Uber 90 min.

Die 100%-Werte lagen zwischen 269 und 455 Q*cmz,
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Abb. 3.5.1 Entwicklung des TEER Uber 90 min. Die Zellen wurden mit Puffer oder Gall ensalzen inkubiert.
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Abb. 3.5.2 Entwicklung des TEER tber 90 min. Die Zellen wurden mit Puffer oder Gall ensalzen inkubiert.

Der Monolayer wurde Uber den gesamten Zeitraum mit Gallensalzlosungen oder Puffer
inkubiert. HEPES B zagt einen relativ konstanten Wert von 330 Q*cm?. Der kurze Abfall
nach 30 min wird duch das Waschen der Zellen hervorgerufen. UDCA-Na beéanflufd den
TEER nur geringflgig, ebenso TC-Na und CS-Na 0,5%. CS-Na und TC-Na 1% und beide
Konzentrationen von CDCA-Na hingegen fihren zu einem deutlichen Abfal des
Widerstandesin der Reithenfolge:

CDCA-Na> TC-Na> CS-Na>>>> UDCA-Na

Das Ergebnis spricht fir eine konzentrationsabhéngige Offnung der tight junctions durch
Gallensalzinkubation.
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Transepithelialer Widerstand in CaCo-2 Zellen nach Gallensalzinkubation
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Das Diagramm zedgt den TEER des Zellmonoayer nach 90 min Inkubation mit
Gallensalzl6sungen urterschiedlicher Konzentration. Eswird deutlich, dal3 TC-Naund CS-Na
nur in Konzentrationen oberhalb der CMC (0,5%) zu einem Abfall des TEER des Monolayers
flhren. Um die Integritét der tight junctions zu beanflussen, ist off enbar die Anwesenheit von
TC-Na und CS-Na Mizdlen erforderlich. CDCA-Na 6ffnet dagegen auch in submizdlaren
Konzentrationen den parazdluléren Transportweg. Die Ergebnisse bestétigen dein 3.2 urd
3.4 gewonnenen Erkenntnisse. Die Offnung der tight junctions und de Bednflussung der
Integritét des Monolayers durch Gallensalze ist ein reversibler Prozel3. Nach Entfernen der
Gallensalzlésungen und einstindiger Inkubation der Zellen mit HEPES B im Brutschrank,
stieg der TEER wieder auf 300 Q*cm? an.

3.5.2 Transport von FITC-Dextran 4000 in An- und Abwesenheit von Gallensalzen

Um die Annahme a1 erhérten, Gallensalze eleichtern de passive Diffusion durch de tight
junctions, wurde der Effekt auf den Transport eines parazdluldaren Markers, FITC-Dextran
4000, durch CaCo-2 Zellen untersucht.

FITC-Dextran wurde in einer Konzentration von 196 pg/100ml auf die Zellen gegeben. Die
Konzentrationen der untersuchten Gallensalzlésungen entsprachen denen aus den
Transportexperimenten mit den Modell peptiden.
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Transportierte Losungen Papp [cm/sed | Enhanceraktivitét
FITC-Dextran 4000 3.97 +2.48*10° 1
FITC-Dextran 4000 und 1% CS-Na 18.4 + 0.42*10°® 4.6
FITC-Dextran 4000 und 0,5% CS-Na 3.58 + 0.01610°® 0.9
FITC-Dextran 4000 und 1% TC-Na 30.4+ 29710 7.7
FITC-Dextran 4000 und 0,5% TC-Na 5.26 + 0.24*10°® 1.3
FITC-Dextran 4000 und CDCA-Na0,1%  40.7 + 2.26*10°® 10.3
FITC-Dextran 4000 und CDCA-Na0,05%  10.8+ 2.7*10° 2.7
FITC-Dextran 4000 und UDCA-Na0,25% 1.9+ 0.01*10° 0.5
FITC-Dextran 4000 und UDCA-Na 0,1% 1.36 + 0.01*10°® 0.3
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Abb. 3.5.3 Durchgang in Bezug auf die éngesetzte Dosis von FITC-Dextran 4000 tber 100 min in An-und

Abwesenheit von Gallensalzen
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Abb. 3.5.4 Durchgang in Bezug auf die @ngesetzte Dosis von FITC-Dextran 4000 tber 100 minin An-und
Abwesenheit von Gallensalzen

Diese Ergebnise beweisen, dal3 de untersuchten Gallensalze konzentrationsabhéngig die
parazdluléare Diffuson von Molekilen verbessrn. Dabel wird folgende Reihenfolge
aufgestellt:

CDCA-Na>> TC-Na>> CS-Na>>>>> UDCA-Na

Diesslbe Reihenfolge wurde bereits nach den Transportexperimenten mit Octreotid und
Desmopressn aufgestellt. Das Ausmald der  Transportverbessrung trat in den
vorangegangenen Untersuchungen all erdings nicht so deutlich zu Tage. Insbesondere CS-Na
zdagte dort nicht so grof3e Eff ekte wie mit FITC-Dextran 4000.

Abschliefend kann an deser Stelle festgestellt werden, dald in-vitro en deutlicher
Unterschied im Hinblick auf Transportverbesserung bei den Gallensalzen festzustellen ist.
Desweiteren scheint die Beanflussung des parazdluléren Transportwegs eine wesentlicher
Wirkmechanismus zu sein. Fred et a. [140] stellten in ihren Experimenten fest, dai
Dihydroxygallensalze, speaell Taurochenodesoxycholat, schon in geringen Konzentrationen
die tight junctions 6ff nen.
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3.6 Interaktion von Gallensalzen mit Lipiden in der apicalen Membran
von CaCo-2 Zellen

Nadhdem nachgewiesen werden konnte, da3 Gallensalze die Diffuson duch de tight
junctions erleichtern konnen, soll im nachfolgenden gezeigt werden, dal3 Gallensalze mit
Membranbestandteilen interagieren.

3.6.1 Fluoreszenzassay mit HDAF inkubierten Ca-Co-2 Monolayern

5-(N-Hexadecanoyl)-aminofluoreszein (HDAF) ist ein fluoreszenzmarkiertes Lipid, das sich
in die duRere Lipidschicht der apicalen Membran einlagert [141].

Die Zelen wurden mit HDAF inkubiert, wobei sich HDAF in de apicde Membran
einlagerte. Nadch Inkubation mit verschiedenen Gallensalzen wurde das apicde Medium
vermesen. Leider wurde die Fluoreszenz der Proben duch de verschiedenen Gallensalze
verschieden stark beanflufdt, so dal3 keine Ubereinstimmenden Ergebnise eziet werden
komten. Die Oberflachenspannung in den verschiedenen Gallensalzldsungen unterscheidet
sich auch nach Zugabe von BSA stark. Nach einer halben Stunde wurden de Zellen mit
Triton X 100 lysiert und das Lysat vermessen. Diese Mesaungen ergaben reproduzierbare
Ergebniss.

0
O
— | > -
L ) S
o 1201 > S +
s | z -
g 4 @
S 100 ° O 0
m S + S W
2 S ~ h o
S 1 ) e o o )
5 & S A < || 3 c Y
2 o0l > 22 | B88llele 8 o8 TF
c = pd c < Nllgll8| & 8 5 =
> 2 ' z O |82 ®l g O 5 ©
o = - O T S cl| 8| = S
N 60—'3— O\ — o (p) [a) Te] =z 15 2 el -
o e S O 0 |9|l% 11O »n ot
° 1l e © — ol <« < O O -
5 - © |08 =8
T 40 18 < Zl|12||> : o B
c < O O Q S
[} (&) @]
° (@) = o
c 204 O o S -
w ] O (@)
< lll
% 0 t t t t

Abb. 3.6.11n den Zellen verbleibende Fluoreszenz nach Lyse bezogen auf die Kontrolle. Die Zellen wurden
zuvor mit unterschiedlichen Gall ensalzldsungen inkubiert.

In den mit HEPES B inkubierten Zellen wurde éne hohe Fluoreszenz nach Lyse gefunden.
Daher wurde der gemessene Wert als 100% Fluoreszenz bewertet. Nach Inkubation mit
Octreotid wurde kein Fluoreszenzverlust in den Zellen gemessen. UDCA-Na und CDCA-Na
0,05% fuhrten nur zu einer geringen Fluoreszenzerniedrigung. Fotales Kédberserum (FKS)
interagiert mit der Zellmembran. Es kann off ensichtlich Membranbestandteile solubilisieren.
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Dies gimmt mit den Untersuchungen von Hurni et al. [111] Gberein. Fir Zellkulturversuche
sollten deshalb nur serumfreie Medien verwendet werden.

TC-Na und CS-Na fiuhrten zu einem konzentrationsabhangigen Verlust an Fluoreszenz. In
derselben Grofienordnung bewegte sich der von CDCA-Na 0,1% verursachte Verlust. All
diese Ergebnise deuten daraufhin, da3 Gallensalze konzentrationsabhangig
Membranbestandteile aus der apicalen Membran entfernen konnen. Dadurch wird der
Ordnungszustand des Bilayer verandert und de transzdl ulére Diffusion erleichtert.

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dal3 das Ausmal? der Transportverbesserung nicht nur
von dem Gallensaz sondern auch von dem eingesetzten Wirkstoff abhangt. Ob de
Beeanflusaung der transzdluldren Diffusion durch Gall ensalze fir ein gegebenes Molekil eine
Rolle spidt, hangt von desen physikochemischen Eigenschaften ab. Eine hydrophile
Substanz wird, wenn ein aktiver Transport ausgeschlosen werden kann, eher Uber die
parazdl uléare Transportroute diff undieren. Fir Desmopressn kann sowohl ein aktiver als auch
ein transzdluldrer Transport ausgeschlossen werden. Die Bednflussung der Membran dirfte
in diesem Zusammenhang von urtergeordneter Bedeutung sein. Daflr spricht auch, da3 CS-
Na, TC-Na und CDCA-Na im Fluoreszenzassay mit HDAF &hnliche Resultate zegen,
wohingegen sie den Transport von Desmopressn unterschiedlich stark beenflussen. Der
Transport von Octreotid wurde stérker von den Gallensalzen beanflufd als der von
Desmopressn. Der Permeabilitétskoeffizient von Octreotid spricht nicht fir ene
transzdlulére Diffusion durch das Epithd (s. auch 34.1). Aus den Ergebnisen des
Fluoreszenzassays ist ersichtlich, daf3 Octreotid alleine kein HDAF aus der Membran zu |6sen
vermag. Inkubiert man die Zellen allerdings mit Octreotid und Gallensalzen so findet man
eine Verstdrkung der Gallensalzwirkung. Modicherweise lagert sich Octreotid in de
Zellmembran ein, ohne selbst Bestandteile herauszulGsen, aber so, dald ein Eindringen von
Gallensalzen erleichtert wird. In Langmuir Trog Experimenten konnte gezegt werden, dal3
Octreotid in Membranen eingelagert wird [103,142,143]. Zu desem Punkt wurden auch
eigene Untersuchungen durchgeftihrt. Dazu verweise ich auf Kapitel 3.8. Im Inneren der Zelle
interagieren de Gallensalze dann mit dem Zytosklett oder mit Ca-lonen und dffnen dadurch
die tight junctions. Diese Annahme wére en Erklérung fir den unterschiedlich starken Eff ekt
von TC-Naund CS-Na aif den Transport von Octreotid im Gegensatz 21 Desmopressn.

An deser Stele kann festgestelt werden: Gallensalze interagieren mit
Membranbestandteilen. Dieser Effekt ist konzentrationsabhdngig. In  niedrigeren
Konzentrationen werden Lipide aus Membranen solubilisert, in héheren Konzentrationen
kommt es zu Solubilisation der gesamten Membran [145,66]. Fur die im Rahmen dieser
Doktorarbeit untersuchten Peptide spielt transzdlulére Resorption keine Rolle. Interessant ist
der Synergismus zwischen Octreotid und Gall ensal zen.
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3.6.2 Untersuchung HDAF-inkubierter CaCo-2 Monolayer im konfokalen Mikroskop

Zusétzlich zu dem Fuoreszenzassay wurden de CaCo-2 Monolayer nadch Inkubation mit
HDAF und Gall ensal zlésungen unter dem konfokalen Mikroskop betrachtet.

Abb. 3.6.2 HDAF-markierter Monolayer nac Inkubation mit HEPES B

Abb. 3.6.3HDAF-markierter Monolayer nach Inkubation mit CS-Na 1%
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Abb. 3.6.4: HDAF-markierter Monolayer nach Inkubation mit CS-Na 0.5%

Abb. 3.6.5: HDAF-markierter Monolayer nach I nkubation mit TC-Na 1%
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Abb. 3.6.6: HDAF-markierter Monolayer nach Inkubation mit TC-Na 0,5%

Abb. 3.6.7: HDAF-markierter Monolayer nach Inkubation mit CDCA-Na 0,1%
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Abb. 3.6.8 HDAF-markierter Monolayer nach | nkubation mit UDCA-Na 0,25%

Die Abbildungen zegen, dal? Gall ensal ze konzentrationsabhangig HDAF aus den Membranen
herauslésen. Der nur mit HEPES B behandelte Monolayer |al%t die Einlagerung des
fluoreszenzmarkierten Lipids shr gut erkennen. Die Aufnahme nach Inkubation mit UDCA-
Na 0,25% &hnelt der Kontrolle. UDCA-Na solubilisiert erwartungsgemald HDAF nicht.

Be TC-Na und CS-Na sient man deutliche Unterschiede avischen den Aufnahmen nach
Behandlung mit der 1% oder der 0,5% Losung. Auch dies ist zu erwarten, da in der 0,5%
Losung keine Gallensalzmizellen zur Solubilisierung von HDAF vorhanden sind. Die
untersuchte Konzentration von CDCA-Nalliegt ebenfall s unterhalb der CMC. Im Vergleich zu
TC-Naund CS-Na 1% sind de Zellmembranen nach Inkubation mit CDCA-Na 0,1% deutlich
starker geférbt.

3.7 Interaktionen von Gallensalzen mit kinstlichen Lipidmembranen -
DPH-Fluoreszenz-Anisotropie  Mesaungen an  unilamellaren
L iposomen

Der Einflul von Gallensalzen auf den Ordnungszustand in Membranen, sollte mit Hilfe von
Fluoreszenz-Anisotropiemesaungen untersucht werden. Als Fuorophor wird bei der
Untersuchung von Biomembranen hauptsachl Diphenyhexatrien (DPH) eingesetzt.
Absorptions- und Emissionsdipol sind im DPH-Molekil anndhernd perallel angeordnet. DPH
wird in Biomembranen oder Liposomen eingebaut. Verdndert man de Zusammensetzung der
Membran zum Beispiel durch die Einwirkung einer Substanz, die Membranbestandteile
solubiliseren kann, so wird sich des in einer deutlich veranderten Fluoreszenzanisotropie
manifestieren. Fir die Anisotropier in verdiinnten, glasartigen Ldsungen gilt:

r = 2 [Peosa —1f
5 0 2 C
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Die Formel besagt, dal3 die beobachtete Anisotropie @én Produkt des Verlust an Anisotropie
resultierend aus einerseits der Photoselektion (2/5) und andererseits der Verschiebung des
Dipols in einem bestimmten Winkel ist. Fir DPH betrégt dieser Wert in einer verdinnten
glasartigen Losung 0,39 wd entspricht enem Winke von 74°. Die gemessenen
Anisotropiewerte miissen stets zwischen 0,2 < r <0,4 liegen. Alle anderen Werte entspringen
der Mesaung von Artefakten.

Untersucht wurde der Einfluf3 von CS-Na, TC-Na, CDCA-Na 1% und CDCA-Na und UDCA-
Na 0,5% aulRerdem von Octreotid und als Kontrolle HEPES B. Die Experimente wurden bei
10°C und 37°C vorgenommen. Die Phasenibergangstemperatur von DMPC liegt bei 35°C
Die Phasenubergangstemperatur Tc ist die geringst mogliche Temperatur, bel der Wasser
zwischen die Lipidschichten eindringen kann. Oberhalb deser Temperatur befinden sich die
Kohlenwassrstoffketten in eéinem geschmolzenen beweglichen Zustand. Unterhalb dieser
Temperatur ordnen sie sich in dchter Packung an. Die Anisotropie wird aufgrund des
geordneten Zustand unterhalb der Phasenibergangstemperatur bei 10°C hoch sein und bei
37°C deutlich abfalen. Es ist zu erwarten, dal? die Auswirkung der Gallensalzinkubation bei
10°C deutlicher zu Tagetritt alsbel 37°C.

0.35 % —MB— HEPES B
= —@—CS-Na 1%
—A—TC-Na 1%
0.30 —W— CDCA-Na 1%
' —&— CDCA-Na 0,5%
—+— UDCA-Na 0,5%
—X— Octreotid
Q 0.25
o
o
o
K%) 0.20
c
< +
0.15 + *
|
X
L &
0.10 H *
T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

Temperatur [ ° C]

Abb. 3.7.1 Entwicklung der Anisotropie von DMPC-Membranen nach Inkubation mit Gallensalzen und bei
unterschiedlichen Temperaturen

Die Abbildung zagt erwartungsgemald, den htheren Ordnungszustand der Membran im
Kontrollexperiment mit HEPES B bel 10°C. Nach Erhthen der Temperatur auf 37°C fdllt die
Anisotropie deutlich ab. Die Kohlenwasserstoffketten sind geschmolzen und koénnen sich
innerhalb der Membran bewegen. Octreotid hat keinen Einflu® auf den Ordnungszustand der
DMPC Membranen. Wie ewartet tritt der Effekt der Gallensalzlsungen bei 10°C deutlicher
zu Tage. Die Kohlenwassrstoffketten sind nach Gallensalzinkubation deutlich beweglicher.
Die resultierenden Anisotropiewerte dhneln denen bei 37°C. Die Gallensalze befinden sich in
den Experimenten dberhalb ihrer CMC. Esist davon auszugehen, dald in dieser Konzentration,
gemischte Mizdlen aus Gall ensalzen und Membranli piden entstehen. Daflir sprechen auch de
gemessenen Anisotropiewerte: Bei 37°C sind diese fir die untersuchten Gallensalze und die



Ergebnisse und Diskussion 87

Kontrollexperimente anndhernd gleich. In  den Gallensazmischmizdlen herrscht
offensichtlich ein  Ordnungszustand, der dem der Membran cdberhalb der
Phasenlbergangstemperatur dhnelt. Nadh Inkubation mit UDCA-Na weisen de Proben
verglichen mit den anderen Gallensalzen eine hohere Anisotropie, aso ene geringere
Beweglichkeit des Fuoreszenzfarbstoffes, DPH, auf. Diese Phdnomen wurde auch von
Schubert und Schmidt [146 beschrieben: Gemischte Mizdlen mit UDCA-Na weisen einen
héheren Ordnungszustand auf als Mizellen mit Gall ensalzen, die an C7 eine a-standigen OH-
Gruppe aufweisen. Die Ergebniss zeigen, dal’ Gallensalze Lipidmembranen solubilisieren.
Die gebildeten gemischten Mizdlen haben enen d&hnlichen Anisotropiewert wie
Lipidmembranen oberhalb der Phaseniibergangstemperatur.

3.8 Untersuchung des Einbaus von Octreotid in An- und Abwesenheit
von Gallensalzen in DOPC-Monolayer mit Hilfe der Langmuir-Trog-
Technik

Der Langmuir-Trog untersucht Vorgange an der Luft-Wasser-Grenzflache. Dadurch kann das
Verhalten von Lipiddoppelschichten ssimuliert werden. Eine Korrelation von Mono- und
Bilayerverhalten 183t sich mathematisch nachweisen. [147,148].

Die vorangegangenen Experimente und verschiedene Literaturstellen weisen auf einen Einbau
von Octreotid in Zellmembranen hin. Fricker et al. [149] zegten die Aufnahme von intaktem
fluoreszenzmarkiertem Octreotid in DUnndarmepithelzellen von Ratten. Beschiaschvili und
Seelig [30] untersuchten Octreotid in Langmuir-Trog-Experimenten. Die Ergebnisse zegten
eine Interkalation des Peptids zwischen Lipidmolekile. Weiterfilhrende Experimente legten
nahe, dal3 Octreotid sich zu 60-70% im Bereich der Lipidkopfgruppen einlagert und nur ein
geringer Antell bis in das Innere der Lipidschicht vordringt. In den nachfolgenden
Experimenten wurden de Gallensalze in Konzentrationen von 2 bzw. 20 uMol untersucht.
Diese Konzentrationen liegen deutlich unterhalb der CMC. Die niedrigen Konzentrationen
waren erforderlich, um unnatirliche Veranderungen in der Monolayerstruktur zu verhindern
[76]. Aufgrund der geringen Loslichkeit von UDCA-Na und einem raschen Zusammenbruch
des Monolayers nach Inkubation mit héheren Konzentrationen van CDCA-Na, konnten diese
Gallensalze nur als 2 pMol Lésungen eingesetzt werden. Fahey et al. [150] untersuchten die
Isothermen von POPC-Monolayer mit unterschiedlichen Anteilen an Gallensauren (0- 100
mol%). Zusétzlich wurde dem Monolayer Cholesterol beigemischt. In Abwesenheit von
Cholesterol fuhrten alle untersuchten Gallensduren zu einer Kondensation des Monolayers.
Dies machte sich in einem erhthten Kollapsdruck bemerkbar. Hydrophobe Gallensduren
erhdhten dabel diesen Druck stérker as die hydrophileren. Die Autoren kommen zu der
Schlu3folgerung, dald sich Gallensduren und Gallensalze mit der langen Achse des
Steroidgertstes parallel zur Wasser-L uft-Grenzfladhe in den Monolayer einlagern.
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Ergebnisse der Einbauexperimente:
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Oberflachenzunahme des Monolayers
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Die Ergebniss zegen, dal3 sich die untersuchten Gallensalze in Lipidmonolayer einlagern.

In den oben dargestellten Abbildungen wird ersichtlich, dai? sich das hydrophobere Gallensalz
CDCA-Na stérker in den Monolayer einlagert as die hydrophileren TC-Na und CS-Na in
vergleichbaren Konzentrationen. Der Einbau von UDCA-Na in den DOPC-Monolayer ist
vernadhlassigbar klein. Esist lediglich eine Oberflachenzunahme kleiner 0,5% zu beobachten.
Fricker et al. [76] fanden sogar eine geringfugige Oberflachenverkleinerung nach UDCA-Na
Inkubation.

Der Fluoreszenzassay mit einem Fuoreszen-markierten Lipid (s. 3.6.) zegte enen
interessanten Synergismus zwischen Octreotid und Gallensalzen. Dieser stellt auch eine
mogliche Erklérung fir die stérkere resorptionsverbessernde Wirkung von Gallensalzen auf
Octreotid im Gegensatz zu Desmopressn dar. Mit Hilfe der Monolayerexperimente soll das
Ergebnisse aus 3.6 bestétigt werden.
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Beide Abbildungen verdeutlichen, dal3 in einen mit Gallensalzen vorinkubierten Monolayer
mehr Octreotid eingelagert wird als in einen unbehandelten. Dieser Effekt ist, wie fir TC-Na
und CS-Na gezegt, konzentrationsabhangig. Die Ergebniss belegen den in 3.6 gefundenen
Synergismus von Gall ensalzen und Octreotid.

Vergleichende Untersuchungen mit Desmopressn konnten leider nicht durchgefihrt werden.
Fur Langmuir-Trog-Experimente sind betréchtliche Mengen Peptid nitig. Die hohen Kosten
fUhrten zu einem Verzicht auf weitere Studien.

3.9 Beeinflussung der intertestinalen Mucusschicht durch Gallensalze

In vivo weist die auf den Epithelzellen haftende Mucus<hicht eine Dicke von 100-150pum
auf. Sieigt die langste Diffusionsstrecke, die @ne Substanz auf ihrem Weg vom Darmlumen
in de Blutgefalle aricklegen muZ. Ob die Mucusschicht eine resorptionslimitierende
Barriere ist oder nicht, wird in der Literatur widersprtichlich beschrieben. Muranishi [151]
hélt die Mucuschicht als Resorptionsbarriere fur anndhernd vernachlassgbar. Dabel stiitzt er
sich auf eine Studie, in der der Einsatz von mucolytischen Agentien zu keiner
Resorptionsverbesserung gefuhrt hat [152). Mucus fordert die Bildung einer unstirred water
layer auf den Epithelzellen. Nach Dietschy et al. [153] pasderen Substanzen diese Schicht im
Sinne @nes passven Diffusionsprozesses. Diese Diffusion ist lediglich von der Schichtdicke
und von dem Diffusionskoeffizienten der diff undierenden Substanz ebhangig. MacAdam [18]
beschreibt die Mucuschicht als ein Glykoproteingel, das Interaktionen mit Wirkstoffen
eingehen kann. Dadurch kann es zu einer Retardierung des Diffusionsprozesses kommen.
Dies deckt sich mit den Ergebniseen von Matthes [112): Die Wechsalwirkungen zwischen
Mucus und Substanzen sind unspezifisch urd nicht elektrostatischer Natur. Hydrophile
Moleklle diffundieren durch die wassige Mucusphase ohne Wechselwirkungen mit dem
Mucingerist. Die Diffusion wird nur durch de MolekllgroRe beenflufd. Lipophile
Wirkstoffe verteilen sich in hydrophobe Bereiche der Mucussschicht. Zudem besitzt das
Mucusgel leicht kationenselektive Eigenschaften. Peptide werden nur in geringem Ausmal3
Uber die Darmmucosa aufgenommen. Halbrook [154] fand heraus, dal3 Peptide nicht stérker
an Mucus binden als andere Substanzen. Das bedeutet, dal3 de geringe Aufnahme von
Peptiden Uber das Epithel nicht durch stérkere Mucushindung begriindet werden kann.

Mit Hilfe des Mucusdiffusonsmodells nach Nimmerfall et a. [63 und desen
Weiterentwicklung von Matthes [112] wurde der Einflud von Gallensazen auf die
Wirkstoffdiffuson durch de Mucusschicht untersucht. Als Modelsubstanz wurde (5)-
Carboxyfluoreszein gewahlt. Dieses ist ebenso wie die im Vorangegangenen untersuchten
Peptide eén hydrophiles Molekdl.
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Bilanzierung:

Um Adsorption von Carboxyfluoreszein an Bestandteile der Apparatur oder der Membranen
auszuschlief3en, wurde die Konzentration der Modell substanz in allen drei Kompartimenten
nach 1 Stunde Dialyse bestimmit:

Testlosung Konzentration im Konzentration im Konzentration im
Donor bezogen auf Mittelkompartiment  Akzeptor bezogen auf
Ausgangskonz. [%] bezogen auf Ausgangskonz. [%]

Ausgangskonz. [%]

Carboxyfluoreszein 44,04 + 13,78 Nicht bestimmbar 10,62 + 3,96

durch Mucus

Carboxyfluoreszein 45,38 + 18,61 30,45+ 8,72 20,31+ 10,35

durch Puffer

Aufgrund dr starken Gelbfarbung des Schweinesmucus war eine Bestimmung des
Carboxyfluoreszeingehalts in Mucus nicht mdglich. Ohne Mucus ergibt sich eine Bilanz von
96,14 % Carboxyfluoreszan. Carboxyfluoreszein wird also nur im sehr geringen Ausmal3
absorbiert.

Ergebnise der Diffusonsstudien durch Mcllvaine Zitratpuffer im mittleren Kompartiment
(Nullwertexperimente) (n=12):

Testlosung Massenflul¥h Relativer Massenfluld
[uUMol/h] /h [%/h]

Carboxyfluoreszein 0,16 + 0,056 16,5+ 5,59

Carboxyfluoreszein 0,19+ 0,13 19,39 + 13,21

+ TC-Nal1%

Carboxyfluoreszein 0,21 + 0,065 21,16 £ 6,45

+ CS-Nal1%

Carboxyfluoreszein 0,21 + 0,06 2054+6

+ CDCA-Na0,1%

Carboxyfluoreszein 0,12 + 0,038 12,1+ 3,83

+ UDCA-Na 0,25%

Der Massnfluld ohne Mucus ist im Vergleich zu den Ergebissen von Matthes niedrig.
Matthes fand enen relativen Masenflul von durchschnittlich  36% in  den
Nullwertexperimenten. Auffallig ist der erniedrigte Massenflu3 von Carboxyfluoreszein in
Anwesenheit von UDCA-Na. Mogdicherweise fuhrt die vergleichsweise hdhere Viskositat
der UDCA-Na Losung zu diesen erniedrigten Werten.
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Ergebniss der Diff usionstudien durch Schwel nedarmmucus.

Testlosung Massenflul¥h Relativer Massenfluld
[UMol/h] /h [%/h]

Carboxyfluoreszein 0,11 + 0,064 10,76 + 6,43

Carboxyfluoreszein 0,072 + 0,054 7,23+5,38

+ TC-Nal1l%

Carboxyfluoreszein 0,097 + 0,051 9,66 + 5,113

+ TC-Na0,5%

Carboxyfluoreszein 0,096 + 0,036 9,59 + 3591

+ CS-Nal%

Carboxyfluorescein 0,146 + 0,05 14,55 + 4,95

+ CS-Na0,5%

Carboxyfluoreszein 0,073 + 0,055 7,25 + 5,46

+ CDCA-Na0,1%

Carboxyfluoreszein 0,17 + 0,076 16,9 + 7,56

+ CDCA-Na0,05%

Carboxyfluoreszein 0,093 + 0,043 9,3+43

+ UDCA-Na0,25%

Carboxyfluoreszein 0,13 + 0,057 10,3+ 5,66

+ UDCA-Na0,1%

Carboxyfluoreszein wird offensichtlich nur geringfiigig durch das Mucusgd reteniert. Zusatz
von UDCA-Na fuhrt zu keiner Verdnderung des Massnflul3s. Ebenso verhélt sich CS-Na
0,5% und CDCA-Na 0,05 %. Die Diffusion van CF wird gegeniiber dem Nullwertexperiment
weder erleichtert noch erschwert. TC-Na 1%, CS-Na 1% und CDCA-Na 0,1% hingegen
fuhren zu einer Verringerung des relativen Mas®enflussess Aus den Nullwertexperimenten
und den Mucusexperimenten wurde der korrigierte relative Massenfluld berechnet:
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Korrigierter relativer Massenfluld

Testlosung Korrigierter relativer
Massenflul3 [%]

Carboxyfluoreszein 65,13

Carboxyfluoreszein 37,29
+ TC-Na 1%
Carboxyfluoreszein 49,82
+ TC-Na0,5%
Carboxyfluoreszein 45,32
+ CS-Nal1l%
Carboxyfluorescein 68,8
+ CS-Na0,5%
Carboxyfluoreszein 35,33
+ CDCA-Na0,1%
Carboxyfluoreszein 82,28
+ CDCA-Na 0,05%
Carboxyfluoreszein 76,86
+ UDCA-Na 0,25%
Carboxyfluoreszein 85,12
+ UDCA-Na0,1%

Diese Tabelle verdeutlicht noch einmal die ais dem relativen Mas®nfluld mit und ohne
Mucus gewonnenen Erkenntnisse: Gallensalze in niedrigen Konzentrationen und UDCA-Na
beanflusen de Diffusion von CF nicht. Die hoheren Konzentrationen fuhren zu einer
erschwerten Diffusion. Zwischen den einzdnen Gallensalzen, TC-Na, CS-Na und CDCA-Na
ist dabel kein Unterschied in den Auswirkungen feststellbar. Die geringfligige Bindung von
CF an den Mucus ist durch de Hydrophilie des Molekiils erkléarbar. Es wird nur wenig vam
Mucusgel zurlickgehalten. Fir lipophle Substanzen wie Progesteron oder Dihydroergotamin
fand Matthes einen Rickgang des relativen Masenflul auf 2-3 %: In der Literatur ist
beschrieben, dal3 Gallensalze die Viskositdt des Mucusgels verringern [155, 156]. Dabei ist
die Rede von einem Brechen der Struktur des Mucusgeristes. Ob deser Effekt der
Gallensalze auch zu einer verbesserten Resorption van Peptiden und Proteinen fuhrt, ist bisher
noch nicht nachgewiesen worden [65]. Die in den Mucusdiffusionsexperimenten erzielten
Ergebnisse sprechen nicht fur eine positive Beanflusaung des Mucusgels duch Gallensalze.
Matthes untersuchte die Diffusion von Dihydroergotamin durch Mucus in Anwesenheit
unterschiedlicher Konzentrationen an Tensiden (SolulanC] und Tween[] 80). Je grof3er die
Konzentration des Tensids war, desto weniger Wirkstoff diffundierte in das
Akzeptorkompartiment. Mogdlicherweise wird de Diffusion durch Einschlul3 in Mizdlen
erschwert oder es werden Verteilungsraume durch die Tenside besetzt, die dadurch nicht fr
den Wirkstoff zur Verfigung stehen. Aufgrund dieser Ergebnise kam Matthes zu dem
Schluf, dal3 de resorptionsverbessernden Eigenschaften dieser Tenside nicht auf einer
Erleichterung der Mucusdiffuson beruhen. Die im Rahmen dieser Dissrtation
durchgefiihrten Untersuchungen fuhren zu dem selben SchluR. CS-Na und TC-Na
verschlechterten in Konzentrationen doerhalb der CMC die Mucusdiffusion. Mizdlen
diffundieren offensichtlich schlecht duch das Mucusgeriist und blockieren dabel
moglicherweise Verteilungsrdume. Fricker et al. [139] fanden eine verringerte Resorption von
Octreotid in Rattendinndarm in Gegenwart grof3erer Mengen an Gallenflisggkeit. In Ratten
mit kandlierten Gallengangen war die Resorption hingegen deutlich erhoht. Bermejo et al.
[157 und Poedma et a. [158] zdgten, dad TC-Na und andere Gallensalze den
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Diffusionswiderstand der Mucusschicht erhéhen und dadurch die Resorption von lipophilen
Wirkstoffen erniedrigen. Dal3 Gallensalze die Mucusshicht positiv im Sinne éner
Diff usionserleichterung beanflussen, kann aufgrund der in den Mucusdiff usionsexperimenten
erzielten Ergebnisse, aber auch nach Studium der Literatur nicht angenommen werden.

Des weiteren ist zu bedenken, dal3 die Akkumulation eines Wirkstoffes in der Mucusschicht
als Ergebnis von urgpezfischer Bindung seine Bioverfugbarkeit auch positiv beanflussen
kénmnte. Durch Erreichen einer hdheren Konzentration an den Epithelzellen und duch
Verlangerung der Absorptionsphase kdnnen mehr Wirkstoff molekile in den Blutkreislauf
aufgenommen werden. Fur einige Wirkstoffe hat sich eine Steigerung der Bioverfiigbarkeit
nach Formulierung in mucoadhdsiven Trégern gezeigt [159]. Eine schnelle Diffusion durch
die Mucus<hicht ist im Hinblick auf die Bioverfigbarkeit nicht fir alle Substanzen
wuinschenswert.

3.10 In-situ- Absorptionsver suche an Ratten

In den Zelkulturexperimenten erwiesen sich TC-Na, CS-Na und CDCA-Na ds
Resorptionsférderer fur die untersuchten Peptide. Dieses Ergebnis sollte nun in Tierversuchen
bestétigt werden.

3.10.1 Absorption von Desmopressin in Ratten in An- und Abwesenheit von
Gallensalzen

Desmopressn wurde in physiologischer Kochsalzlésung gel6st. Dieser Losung wurden die
jeweiligen Gallensalze aigegeben. Die Endkonzentration der Gallensalze in dieser Losung
betrug 1%. Zur Bestimmung der Absorptionseffizienz wurden die Testlésungen direkt in den
Darm der Versuchstiere injiziert. Als Kontrolle wurde Desmopressn in physiologischer
Kochsalzlosung i.v. verabreicht.

Desmopressndosis bei Applikation in das Jgunum: 76,4 pmol/ml
Desmopressndosis bei i.v. Applikation: 1,005 pmol/ml

Die Darmmucosa ist in vivo deutlich resistenter gegen schéadigende Einflisse als Zel lkulturen
[100. Daher wurde CDCA-Na ebenfalls als 1% Ldsung untersucht. In den CaCo-2
Experimenten fuhrte diese Konzentration zur Zelllyse.
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Es ergaben sich folgende Blutspiegelkurven:
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Abb. 3.9.1: Konzentration von Desmopressin im Blut

Berechnung der Aerea under the curve:

Zeit  TC-Nal% CDCA-Na 1% CS-Nal% Desmopressin  Desmopressin
[min] AUC [pmol/mI*min] [pmol/ml*min] [pmol/mi*min] i.v.
[ pmol/mi* min] [ pmol/mi* min]
5 - - - - 1.135
10 14 1,315 1,095 0,995 3,1
30 6,02 4,75 4,69 3,17 3,1
60 9,045 7,335 8,67 5,325 2,31
120 23,46 20,16 26,61 12,78 3
180 32,49 26,67 69,3 26,88 1,74
240 7224 56,46 36,75 9,42 1,68
300 - - - - 1,53
AUC 144,65 116,69 147,115 58,57 14,495
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Berechnung der Absorption Effizienz:

Aborptions Effizienz [%)] Enhanceraktivitat
Desmopressn 0,48+ 0,21 1
Desmopressn + TC-Na 1% 13,13+ 2,52 28
Desmopressn + CS-Na 1% 13,35+ 2,82 28
Desmopressn + CDCA-Na 1% 10,59 + 2,15 22

Die Ergebniss zegen, dal3 de untersuchten Gallensalzein einem vergleichbaren Ausmald de
Absorption von Desmopressn aus dem Jgunum verbessern. In den Zelkulturversuchen
wurde @n deutlicher Unterschied in der Eff ektivitét der einzdnen Gallensalzefestgestellt. Der
Tierversuch bestétigt diese Reihenfolge nicht. Die Versuche zegen, dal3 mit in-vitro
Zellkulturmoddlen die komplexen Verhétinisse in lebenden Organismen nur unzureichend
simuliert werden kdnnen. CS-Na erwies sch in den CaCo-2 Experimenten nu als maldiger
Resorptionsenhancer mit einer Enhanceraktivitét von 1,14. In den Tierversuchen dagegen
zdgte es deutliche, mit den anderen Gall ensalzen vergleichbare Eff ekte.

3.10.2 Absorption von Octreotid in Ratten in An- und Abwesenheit von Gallensalzen

Zum Vergleich mit den Ergebnissen der Absorptionsgudien mit Desmopressn werden an
dieser Stelle bisher unverdffentliche Ergebnisse von Absorptionsstudien mit Octreotid und
Gallensalzen vorgestellt. Diese Tierversuche wurden nicht von mir selbst sondern von Herrn
Prof. Dr. Fricker durchgefiihrt. Die Daten werden mit freundlicher Erlaubnis an dieser Stelle
prasentiert.

Octreotid wurde entsprechend den Versuchen mit Desmopressn drekt in das Jgunum der
Ratten appliziert. Die Plasmakonzentration des Peptids wurde mittels eines $eafischen
Radioimmunoassays bestimmt. Die @ngesetzten Kaninchenantikorper reagieren spezfisch
mit intaktem Peptid.

Aborptions Effizienz [%0] Enhanceraktivitét
Octreotid 0,28 + 0,07 1
Octreotid + TC-Na 1% 3,55+ 1,56 13
Octreotid + CS-Na 1% 3,79+ 0,97 13
Octreotid + CDCA-Na 1% 19,9 + 4,49 71

Die Effekte von TC-Na und CS-Na sind hier geringer als in den Versuchen mit
Desmopressn. CDCA-Na erweist sich hier als deutlich besserer Resorptionsenhancer als TC-
und CSNa Die mit enem Dbestimmten Resorptionsenhancer erzielbare
Aufnahmeverbesserung hangt stark von dem eingesetzten Wirkstoff ab. Dies wird aus den
Ergebnisen der Studien mit Octreotid und Desmopressn deutlich. Eine algemeinglltige
Vorhersage kann nicht gemadit werden. Die Ergebnise der Tierversuche zegen, dai
Cholylsarcosin-Na die Absorption van Peptiden verbessert. Der Effekt ist vergleichbar mit
Taurocholat-Na.
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4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Thema dieser Dissertation war die Untersuchung des Einflusses von Cholylsarcsosin-Na auf
die Aufnahme von Peptiden aus dem Darm. Vergleichend dazu sollten natiirliche Gallensalze
als Resorptionsenhancer getestet werden. Die resorptionsverbessernden Eigenschaften von
CS-Na wurden im Verhdtnis zu CDCA-Na, TC-Na und UDCA-Na beurteilt. Weiterhin
wurde die Zytotoxizitdt von Cholylsarcosin im Vergleich zu den natlrlichen Gall ensalzen
bestimmt und klassifiziert.

Der Einflufd von Cholylsarcosin und anderen natirlichen Gallensalzen auf die transzdlulére
und perazdluldre Diffusion und auf die Mucusschicht wurde untersucht und verglichen
werden.

Es konnte gezegt werden, dass eine 1% ige Losung von Cholylsarcosin-Na den Transport der
M odéll peptide, Desmopressn urd Octreotid, durch CaCo-2 Monolayer verbessert.

Insgesamt erwies sch CDCA-Na 0,1% als wirksamster Resorptionsenhancer. Taurocholat-Na
1% erhohte den Permeabilitatskoeffizienten der Peptide stérker als Cholylsarcosin-Na 1%.
UDCA-Na verbesserte den Transport durch die Zellen nicht.

In in-situ Absorptionsexperimenten an Ratten erwies sch Cholylsarcosin-Na 1% als guter
Resorptionsverbesserer fir Octreotid und Desmopressn. Die Absorption von Desmopressn
wurde von TC-Na, CS-Na und CDCA-Na im gleichen Ausmald} verbessert. In den
Experimenten mit Octreotid verbesserte CDCA-Na 1% die Absorption am stérksten. TC-Na
und CS-Na ze gten denselben Eff ekt.

Zusammenfasend kann festgestellt werden, dass CDCA-Na, TC-Na und CS-Na potente
Resorptionsenhancer fur Peptidwirkstoffe darstellen. Das Ausmal3 der Transportverbesserung
héngt dabel entscheidend von dem eingesetzten Wirkstoff ab. Eine allgemeingultige
Vorhersage kann nicht gemacht werden. Die azielbare Resorptionsverbesserung muid fir
jeden Wirkstoff neu bestimmt werden. Die CaCo-2 Zéelkultur ist ein gutes Modell, um den
Einsatz von Resorptionsenhancern zu untersuchen. Zu bedenken ist alerdings, da3 eine
Zellkultur die komplexen Bedingungen im Organismus nur unzureichend wiederspiegeln
kann. Die ehaltenen Daten miissen als erste Hinwei se angesehen werden unddurch geagnete
in vivo Untersuchungen gestiitzt werden. Die in den CaCo-2 Experimenten gewonnenen
Ergebnisse werden weitgehend in den Tierversuchen bestétigt.

Die Zytotoxizitét der Gallensalze wurde mit Hilfe zweler Enzymassays, LDH und WST-1
sowie durch Trypanblaufarbung untersucht. Ubereinstimmend wies Cholylsarcosin-Na eine
deutlich geringere Toxizitét as CDCA-Na und TC-Na auf. UDCA-Na verursachte kaum
Schaden an den Zellen. Die Ergebnise der Zytotoxizitétstest korrelieren mit den
resorptionsverbessernden Potential der Gallensalze Je toxischer das Gallensalz ist, desto
stérker kann der Transport durch de Zellen verbessert werden.

Der Einflul3 der Gall ensalze auf den parazdluléren Transportweg wurde ndher untersucht:
CSNa, CDCA-Na, und TC-Na verbessrten konzentrationsabhdngig und reversibel den
Transport eines parazelularen Markers ber CaCo-2 Monolayer durch Offnen der tight
junctions. UDCA-Na hatte keine Auswirkung auf den Transport. Die Integritét des Aktin-
Filaments wurde durch CDCA-Na und TC-Na deutlich zerstort, wahrend CS-Na und UDCA-
Na keine Schaden verusachten.

Die Untersuchung des Einflusses auf den parazdluldren Transport von Gallensalzen,
verdeutlichte die Unterschiede in  den  Eigenschaften zwischen Di-  und
Trihydroxygallensal zen:

TC-Na und CS-Na, beide Konjugate der Cholsaure, beanflussten nur in Konzentrationen
oberhalb ihrer CMC die parazedlulére Diffusion. Im Gegensatz zu den Trihydroxygallensalzen
kann CDCA-Na die Zellmembran auch in niedrigen Konzentrationen unterhalb der CMC
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tiberwinden und durch Interaktion mit Kalzium oder dem Aktin-Filament eine Offnung der
tight junctions bewirken.

Die Beanflussung der Zellmembran durch Gallensalze wurde untersucht. Mit Hilfe a@nes
fluoreszenzmarkierten Lipids (HDAF) komte gezegt werden, dass Gallensalze
konzentrationsabhéngig Lipide ais der Zellmembran heraussolubiliseren. Dazu muf das
Gallensalz in Konzentrationen oberhalb der CMC vorliegen. Demzufolge hatten CS-Na und
TC-Na in 1%iger die groften Effekte, CDCA-Na 0,1% konnte weniger Lipid aus der
Membran entfernen, UDCA-Na zigte keine Wirkung. Die Ergebnisse dieses Versuchs
korrelierten nicht mit den Transportexperimenten. Eine Erleichterung der transzdluldren
Diffusion ist nur dann von Bedeutung, wenn die untersuchten Substanzen aufgrund ihrer
Lipophilie durch Membranporen dffundieren kénnen. Dies <heint bei den untersuchten
Peptiden nicht der Fall zu sein.

Diese Ergebnise zégen, dall de untersuchten Gallensalze konzentrationsabhangig de
parazdluléare Diffusion von Peptiden verbessern. Dabel wird folgendes Reihenfolge
aufgestellt:

CDCA-Na>> TC-Na>> CS-Na>>>>> UDCA-Na

Diesdlbe Reihenfolge wurde bereits nach den Transportexperimenten mit Octreotid und
Desmopressn aufgestellt. Das Ausmald der  Transportverbessrung trat in den
vorangegangenen Untersuchungen allerdings nicht so deutlich zu Tage. Insbesondere CS-Na
zagte dort nicht so grof3e Eff ekte wie mit FITC-Dextran 4000.

An deser Stelle kann festgestellt werden, dal3 in-vitro ein deutlicher Unterschied im Hinblick
auf Transportverbesserung bei den Gallensalzen festzustellen ist. Des weiteren scheint die
Beanflusaung des parazdl uldren Transportwegs der wesentliche Wirkmedanismus zu sein.
In Langmuir-Trog-Experimenten konmnte gezegt werden, da} sich Gallensalze in
Lipidmonolayer einbauen. Interessant war, dal3 der Einbau von Octreotid in den Monolayer
durch Vorinkubation mit Gallensalzen verstdrkt wurde. Auch in den vorangegangenen
Experimenten mit HDAF konnte dieser Synergismus beobachtet werden. Er konnte die
stérkere Transportverbesserung durch TC-Na und CS-Naim Zellkulturmodell erklaren.

Die Untersuchung des Einflusses der Gallensalze auf die Diffusion durch die Mucusschicht
zdgte keine positiven Auswirkungen.

Cholylsarcosin ist aufgrund seiner geringeren systemischen Toxizitét ein vielversprechender
Resorptionsenhancer fur Peptide. Chalylsarcosin wird nicht bakteriell abgebaut und dadurch
nicht in de kokanzeroge Desoxychol sdure umgewandelt.

Aufbauend auf die in deser Arbeit prasentierten Ergebnisse sollte jetzt die Formulierung
einer oralen Arzneiform mit Cholylsarcosin als Resorptionsenhancer und einem Peptid
efolgen. Interessant scheint hier die Herstelung einer direktverpresgen Tablette aus
lyophilsierten Peptid und Cholylsarcosin. In Einlagerungsversuchen sollte die Stabilitét des
Peptids in dieser Formulierung nachgewiesen werden. Weiterfihrend kénnten mit dieser
Formulierung Bioverfligbarkeitsstudien an Hunden durchgefiihrt werden.
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5 ANHANG

Bestimnung der LDH-Aktivitat nach 30 min Inkubationszeit

Tabelle 0.1:

Testlésungen Toxizitat [%] S[%] Se [%] N
HEPES B 1,67 0,256 15,32 24
Triton X 1000,1% 100 0 0 24
CSNal% 29,02 511 17,62 12
CS-Na0,75% 16,45 246 1494 12
CS-Na0,5% 12,81 158 1231 12
CS-Na0,25% 6,25 125 20,03 12
TC-Na 1% 56,07 11,13 1985 12
TC-Na0,75% 33,65 6,77 20,13 12
TC-Na0,5% 11,44 058 504 12
TC-Na0,25% 10,23 0,79 768 12
CDCA-Na0,1% 42,17 6,656 1576 12
CDCA-Na0,05% 91,66 821 89% 12
UDCA-Na0,25% 1,63 0,27 16,78 9
UDCA-Na0,1% 4,97 066 1324 9

Bestimnung der LDH-Aktivitat nach 60 min Inkubationszeit

Tabelle 0.2:

Testl6sungen Toxizitat [%] S[%] Se [%] N
HEPES B 1,39 0,053 384 24
Triton X 1000,1% 100 0 0 24
CSNal1% 54,32 6,87 12,65 12
CS-Na0,75% 29,64 6,36 21,47 12
CS-Na0,5% 15.06 164 1091 12
CS-Na0,25% 7,21 145 20,13 12
TC-Na 1% 33,47 513 1532 12
TC-Na0,75% 24,34 240 987 12
TC-Na0,5% 7,31 098 1342 12
TC-Na 0,25% 9,35 1,16 1254 12
CDCA-Na0,1% 19,92 285 1432 12
CDCA-Na0,05% 67,77 85 1254 12
UDCA-Na0,25% 7,42 041 546 9

UDCA-Na0,1% 25,87 166 643 9
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Bestimnung der LDH-AKktivitat nach90 min Inkubationszit

Tabelle 0.3:

Testlésungen Toxizitat [%] S[%] Se [%] N
HEPES B 1,27 0,057 451 24
Triton X 1000,1% 100 0 0 24
CSNal1% 89,64 18,67 20,82 12
CS-Na0,75% 44,21 531 12,01 12
CS-Na0,5% 23,41 411 1754 12
CS-Na0,25% 12,84 6,34 1231 12
TC-Na 1% 32,61 12,75 561 12
TC-Na0,75% 28,73 10,87 7,89 12
TC-Na0,5% 13,5 522 10,08 12
TC-Na 0,25% 20,39 13,89 14,07 12
CDCA-Na0,1% 28,27 14,08 854 12
CDCA-Na0,05% 83,43 32,28 17,62 12
UDCA-Na0,25% 11,31 11,05 20,01 9
UDCA-Na0,1% 71 26,72 14,32 9

Bestimnung der LDH-AKktivitat nach Inkubation mit CDCA-Na

Tabelle0.4:

TestlGsungen Aktivitat S[U/] sel [%] N
[U/]

HEPES B 5278,71 263,94 5,35

CDCA-Na 1% 5193,98 330,86 6,37

CDCA-Na0,75% 5154,7 57,22 1,11

CDCA-Na0,5%  5292,56 100,56 0,19

CDCA-Na0,25% 6714,08 171,21 2,55

CDCA-Na0,1%  6249,87 143,12 2,29

DDA~ |0 0

CDCA-Na0,05% 6331,35 45,59 0,72
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Bestimnung der Aktivitat mitochondrialer Dehydrogenasen mittels WST-1 Assay

Tabelle 0.5:
Testlésungen Viabilitat S[%] Sel [%] N
[%]
HEPES B 100 0 0 18
Triton X 1000,1% 14,7 29 19,72 18
CS-Na 1% 70,12 13,71 1955 18
CS-Na0,75% 92,86 20,3 21,86 18
CS-Na0,5% 101,13 740 732 18
CS-Na0,25% 93,65 895 956 18
TC-Na 1% 41,12 847 206 18
TC-Na0,75% 50,24 6,43 128 18
TC-Na0,5% 94,11 10,2 10,84 18
TC-Na0,25% 80,3 13,89 17,3 18
CDCA-Na 1% 18,39 334 18,16 18
CDCA-Na0,75% 16,36 156 954 18
CDCA-Na05% 17,88 286 16 18
CDCA-Na0,25% 17,01 223 1311 18
CDCA-Na0,1%  21.98 312 14,17 18
CDCA-Na0,05% 22,74 375 165 18
UDCA-Na0,5% 59,6 12,11 20,32 18
UDCA-Na0,25% 87,47 38 435 18
UDCA-Na0,1% 109,07 1,13 103 3
Durchgang von Octreotid Durchgang von Octreotid in Anwesenheit
von CS-Na 1%
Tabelle 0.6: Tabelle0.7:
t[min] Transport S Se N t [min] Transport S  Se N
[%] [%] %] [%] [%] [%]
15 0,53 0,19 355 15 15 0,73 04 5472 15
30 0 021 29,2 15 0 134 092 683 15
45 095 013 137 15 45 179 1,07 59,8 15
60 111 0,34 30,6 15 60 2,55 159 62,5 15
75 135 045 333 15 75 312 1,92 61,5 15
0 166 054 325 15 0 374 2,15 57,5 15
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Durchgang von Octreotid in Anwesenheit
von CS-Na 0,5%

Tabelle 0.8
t [min.] Transport S Se N
[%] [%] [%]

15 0,57 0,24 41,1 15
30 0,66 0,28 42,2 15
45 0,943 0,46 48,9 15
60 1,33 0,66 49,6 15
75 1,44 0,73 50,4 15
90 1,53 0,83 54 15

Durchgang von Octreotid in Anwesenheit
von TC-Na 0,5%

Tabelle 0.10
t [min.] Transport S Se N
[%] [%] [%]

15 0,44 0,15 34,6 15
30 0,61 0,25 40,4 15
45 0,85 0,34 394 15
60 1,01 0,55 54,3 15
75 1,35 0,53 39,6 15
90 1,53 0,59 389 15

Durchgang von Octreotid in Anwesenheit
von CDCA-Na 0,05%

Durchgang von Octreotid in Anwesenheit

von TC-Na 1%

Tabelle0.9
t [min.] Transport[%] s Sd N
[%] [%]

15 1,47 0,78 53,3 15
30 2,51 0,89 353 15
45 3,72 1,05 28,3 15
60 4,64 1,21 259 15
75 5,96 1,41 23,7 15
90 7,56 1,36 18 15

Durchgang von Octreotid in Anwesenheit

von CDCA-Na0,1%

Tabelle0.11
t [min.] Transport S S¢ N
[%] [%] [%]

15 1,94 0,98 50,9 15
30 3,63 1,85 50,9 15
45 4,66 1,98 425 15
60 6,13 2,82 37,2 15
75 7,59 2,36 31,1 15
90 9,07 2,89 31,9 15

Durchgang von Octreotid in Anwesenheit

von UDCA-Na 0,25%

Tabelle 0.12
t [min.] Transport S Sa N
[%] [%] [%]

15 0,51 0,45 88,3 15
30 0,56 0,14 24,6 15
45 1,32 0,87 65,8 15
60 1,87 1,12 59,7 15
75 2,57 12 46,8 15
90 3,46 1,74 50,4 15

Tabelle0.13
t [min.] Transport S Sa N
[%] [%] [%]

15 0,29 0,35 39,9 15
30 1,23 0,45 36,6 15
45 1,69 0,64 379 15
60 1,94 0,91 46,9 15
75 2,79 101 36,2 15
90 3,57 123 345 15
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Durchgang von Octreotid in Anwesenheit
von UDCA-Na0,1%
Tabelle0.14
t [min.] Transport S Se N
[%] [%] [%]
15 0,34 012 35 15
30 0,48 0,28 57,6 15
45 0,71 0,38 53,7 15
60 0,92 0,49 535 15
75 1,23 0,64 516 15
90 1,46 0,84 575 15
Durchgang von Desmopressin Durchgang von  Desmopressin in
Anwesenheit von CS-Na 1%
Tabelle 0.15: Tabelle 0.16:
t [min.] Transport S Sd N t [min.] Transport S Sa N
[%] [%] [%] [%] [%] [%]
15 151 0,66 438 15 15 1,47 049 331 15
30 2,34 1,23 52,6 15 30 2,35 0,67 28,7 15
45 3,15 1,84 584 15 45 3,39 1,06 31,3 15
60 3,69 1,87 50,6 15 60 4,16 1,42 34,2 15
75 4,19 1,65 39,5 15 75 4,98 1,85 37,1 15
90 4,96 2,01 40,6 15 90 5,67 1,82 32,1 15
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Durchgang von Desmopressin in Anwesenheit Durchgang von Desmopressinin
von CS-Na 0,5% Anwesenheit von TC-Na 1%
Tabelle 0.17 Tabelle0.18
t [min] Transport S Sd N t[min] Transport S Sa N
[%] [%] [%] [%] [%] [%]
15 1,08 0,36 33,1 15 15 2,59 1,13 435 15
30 1,64 0,61 375 15 30 476 1,31 27,4 15
45 2,49 0,73 29,4 15 45 6,64 212 31,9 15
60 2,86 094 329 15 60 8,07 2,27 281 15
75 3,46 1,08 31,2 15 75 9,95 337 339 15
920 4,02 1,11 27,7 15 90 12,65 441 34,9 15
Durchgang von Desmopressin in Anwesenheit Durchgang von Desmopressin in
von TC-Na 0,5% Anwesenheit von CDCA-Na 0,1%
Tabelle0.19 Tabelle 0.20
t[min.] Transport s Se¢ N t [min.] Transport s Sea N
[%] [%] [%] [%] [%] [%]
15 1,33 0,54 40,3 15 15 6,26 4,13 66,1 15
30 1,99 0,65 32,7 15 30 10,09 4,08 40,4 15
45 2,77 0,8 287 15 45 14,52 6 414 15
60 345 122 354 15 60 19 6,6 34,7 15
75 4,14 145 35 15 75 24,15 7,88 32,6 15
90 4,82 2,04 42,4 15 90 27,52 10,8 39,3 15
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Durchgang von Desmopressin in Anwesenheit Durchgang von Desmopressinin

von CDCA-Na0,05% Anwesenheit von UDCA-Na 0,25%

Tabelle0.21 Tabelle 0.22

t [min.] Transport S Se N t[min.] Transport S S N
[%] [%] [%] [%] [%] [%]

15 2,73 0,97 354 15 15 283 1,41 49,8 15

30 473 2,89 60,9 15 30 3,83 1,68 43,8 15

45 6,36 36 565 15 45 4,85 1,66 34,2 15

60 7,99 3,99 499 15 60 6,56 1,58 24,1 15

75 9,72 418 43 15 75 7.7 211 27,4 15

90 11,97 5 45,2 15 90 8,82 2,78 31,6 15

Durchgang von Desmopressin in Anwesenheit
von UDCA-Na0,1%

Tabelle0.23
t [min.] Transport S Sa N
[%] [%] [%]

15 1,75 0,52 29,6 15
30 2,7 0,49 182 15
45 3,39 0,56 16,6 15
60 4,25 0,68 16,0 15
75 4,81 0,81 16,8 15

90 5,93 1,15 194 15
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TEER nach Inkubation mit HEPES B TEER nach Inkubation CS-Na 1%
Tabelle 0.24: Tabelle 0.25:
t [min] Widerstand s Sel N t[min.] Widerstand s Sel N
[Q*cmd  [Qrem? (%] [Q*cm?  [Q*cm?  [%]
0 359,67 233 65 9 0 322,67 19,1 59 3
15 336,22 30,9 92 9 15 230,33 84 36 3
30 351,22 39,5 11,2 9 30 204 5,2 26 3
45 384,78 38,8 10,1 9 45 196,67 404 21 3
60 390,11 54,8 14,1 9 60 200 9,9 49 3
75 401,56 26,5 66 9 75 190,33 7,57 39 3
TEER nach Inkubation mit CS-Na 0,75% TEER nach Inkubation CS-Na 0,5%
Tabelle 0.26 Tabedlle0.27
t [min] Widerstand s Sel N t [min] Widerstand s Sel N
[Q*em?]  [Q*em?] [%] [Q*cm?]  [Qrem?]  [%]
0 362,67 41,2 114 3 0 346 22,6 65 3
15 275 19,5 71 3 15 274 9,54 35 3
30 257 20,1 101 3 30 256,67 11,5 45 3
45 260,33 25,6 98 3 45 268,67 9,02 34 3
60 257,33 16,3 6,3 3 60 282 10,4 37 3
75 258,33 32,1 12,4 3 75 282,67 0,58 02 3
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TEER nach Inkubation mit CS-Na 0,25% TEER nach Inkubation TC-Na 1%
Tabelle 0.28 Tabelle 0.29
t [min] Widerstand s Sel N t[min.] Widerstand s Sel N
[Q*cmd  [Qrem? (%] [Q*cm?  [Q*cm?  [%]
0 386,33 46,7 12,1 3 0 269,33 11,6 43 3
15 282,67 21,1 75 3 15 163,67 5,69 35 3
30 280,33 225 8 3 30 157,67 8,5 54 3
45 281,67 339 12,1 3 45 137 5,97 41 3
60 278 19,9 72 3 60 144,67 10,6 73 3
75 298,33 14,6 49 3 75 141,33 493 349 3
TEER nach Inkubation mit TC-Na 0,75% TEER nach Inkubation TC-Na 0,5%
Tabelle 0.30 Tabelle 0.31
t [min.] Widerstand s Sel N t [min.] Widerstand s Sel N
[Q*cm?] [Q*cm?Z] [%] [Q*cm? [Q*cm?] [%]
0 236,33 4,04 1,7 3 0 341 39,3 115 3
15 202 12,1 6 3 15 297,33 4,62 1,56 3
30 181 7,55 42 3 30 284,33 28,7 10,2 3
45 182 15,7 86 3 45 305,33 5,86 19 3
60 175 5,29 3,02 3 60 301 36,6 12,2 3
75 186,67 11,2 6,02 3 75 309,67 27 8,73 3
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TEER nach Inkubation mit TC-Na 0,25%

Tabelle0.30
t [min.] Widerstand s Sel N
[Q*cm?]  [Q*em?]  [%]

0 421 58,4 139 3
15 328,33 42,8 13 3
30 335,33 39,5 11,8 3
45 352 46,5 13,2 3
60 369,33 46,8 12,7 3
75 370,33 43,1 116 3

TEER nach Inkubation mit UDCA-Na 0,1%

Tabelle0.32
t [min.] Widerstand s Sel N
[Q*cm?] [Q*cm?] [%]

0 455 10,2 2,23 3
15 396,67 10,1 2,55 3
30 384 12,2 32 3
45 382 2,65 0,69 3
60 372 7 1,88 3
75 339,67 12,4 3,66 3

TEER nach Inkubation mit CDCA-Na 0,05%

Tabelle0.34
t [min.] Widerstand s Sel N
[Q*c?]  [Q*em?Z]  [%]

0 377,33 35,4 9,39 3
15 324,67 35,8 11,0 3
30 192,67 2,52 1,31 3
45 162,67 6,35 39 3
60 154,67 2,08 1,35 3
75 146,67 11 75 3

TEER nach Inkubation UDCA-Na 0,25%

Tabelle0.31
t [min.] Widerstand s Sel N
[Q*em?]  [Q*em?]  [%]

0 443 14,7 3333
15 411,33 5,69 1,38 3
30 382,67 6,11 1,59 3
45 373 12,8 34 3
60 366 4,36 1,19 3
75 334,33 6,66 1,95 3

TEER nach Inkubation CDCA-Na 0,1%

Tabelle0.33
t [min.] Widerstand s Sel N
[Q*cm?]  [Q*cm?y [%]

0 289,67 13,3 46 3
15 173,67 10,9 6,32 3
30 150,33 9,61 6,39 3
45 146 19,9 6,39 3
60 150,33 6,03 4 3
75 146,67 16,1 10,9 3
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Durchgang von FITC-Dextran 4000 Durchgang von FITC-Dextran 4000 in
Anwesenheit von TC-Na 1%

Tabelle0.35: Tabelle 0.36:

t [min.] Transport s Sda N t [min.] Transport S Sq N

%] %] _[%] [%] (%] _[%]

15 0,01 0,001 10,9 15 15 0,065 0,005 7,69 9
30 0,02 0,001 548 15 30 0,125 0,005 4 9
45 0,022 0,001 4,45 15 45 0,195 0,015 7,69 9
60 0,03 0,011 365 15 60 0,255 0,015 588 9
75 0,036 0,01 283 15 75 0,31 002 6459
90 0,04 0,014 354 15 90 0,36 002 556 9

Durchgang von FITC-Dextran 4000 in Anwesenheit von TC-Na 0,5%

Tabelle 0.35:
t [min.] Transport S Sd N
[%] [%]  [%]
15 0,01 16 16* 9
10 10°
30 0,02 32 16* 9
10%° 10°
45 0,03 46 16* 9
10%° 10°
60 0,04 6,6 16* 9
10 10°
75 0,05 0 0 9
90 0,06 93 16* 9

10° 10°
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Durchgang von FITC-Dextran 4000 Durchgang von FITC-Dextran 4000
In Anwesenheit von CS-Na 1% in Anwesenheit von CS-Na 0,5%
Tabelle 0.36: Tabelle 0.37:
t [min.] Transport S Sd N t [min.] Transport S Sd N
[%] [%] [%] [%] [%]  [%]
15 0,035 0,005 14,3 9 15 0,005 0,001 20 9
30 0,075 0,005 6,67 9 30 0,015 0,005 33,3 9
45 0,115 0,005 4,35 9 45 0,02 32 16* 9
60 0,15 0,01 6679 10" 10°
75 0,18 0,01 556 9 60 0,03 46* 16* 9
90 0,215 0,015 6,97 9 10" 10°
75 0,035 0,005 14,3 9
90 0,04 6,6 16* 1
10 10° S
Durchgang von FITC-Dextran 4000 Durchgang von FITC-Dextran 4000
In Anwesenheit von CDCA-Na 0,1% in Anwesenheit von CDCA-Na 0,05%
Tabelle 0.38: Tabelle 0.39:
t [min.] Transport S Se N t[min] Transport S g N
) ol %] [%] (%] _[%]
15 0,065 0,005 7,69 9 15 0,005 0001 20 9
3 016 ioeg 1066 9 30 002 00l 50 9
45 0,055 0,015 27,3 9
45 0,245 0,005 2,04 9 60 0,105 0015 143 9
60 0,335 0,005 1,49 9 75 0.16 002 125 9
75 0,425 0,015 3,53 9 90 0,22 002 909 9

90 0,505 0,025 495 9
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Durchgang von FITC-Dextran 4000 in Anwesenheit
von UDCA-Na 0,25%

Tabelle 0.40
t [min.] Transport S Sel N
[%] [%] [%]

15 0 0 0 9
30 0 0,01 9
45 0 001 0 9
60 0,005 0,001 20 9
75 0,02 001 50 9
90 0,04 6,6 1,6* 9

10° 10°

Bestimmung der HDAF-Fluoreszenzin den Zellen nach Lyse mit Hilfe von Triton X 100
Tabelle0.41:

Testlésungen Fluores s[%] Sel [%] N

zenz

[%]
HEPES B 100 0 0 45
CSNal1% 20,12 53 253 45
CS-Na0,5% 4086 948 232 45
TC-Nal1% 2192 645 294 45
TC-Na0,5% 4398 11,12 253 45
CDCA-Na 1% 9 283 314 45
CDCA-Na0,1% 3527 15,7 444 45
CDCA-Na0,05% 7103 179 251 45
UDCA-Na0,25% 90,83 37,13 40,9 45
UDCA-Na0,1% 9764 285 291 45
Octreotid 125,07 6,47 5 3
Octreotid+ CS-Nal1% 9,09 034 374 3
Octreotid + CS-Na0,5% 52,57 9,23 1756 3
Octreotid + TC-Nal% 6,87 098 1426 3
Octreotid + TC-Na0,5% 19,89 345 17,34 3
Octreotid + FKS 63,66 12,67 199 3
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Prozentuale Oberflachenvergrof3erung nach Inkubation mit Gallensalzen und Octreotid

Tabelle 0.42:

Testlésungen Oberflac s[%]  Sel n
hen- [%]
vergrofie
rung
[%]

Octreotid 20 uMol 11,805 161 136 4

CSNa2 puMol 2,33 0,54 232 6

Octreotid + CS-Na 2uMol 16,69 2,72 163 6

CS-Na20 uMoal 20,67 1,35 6,53 5

Octreotid + CS-Na 17,66 1,43 81 b5

20 uMoal

TC-Na2 uMal 291 0,53 182 6

Octreotid + TC-Na2uMoal 16,54 479 28,96 6

TC-Na 20 uMol 13,22 1,76 13,31 5

Octreotid + TC-Na 21,1 3,55 168 5

20 uMal

CDCA-Na?2 uMal 4,49 0,85 189 8

Octreotid + CDCA-Na 2uMol 20,65 8,59 416 8

UDCA-Na?2 uMal 0,54 0,27 50 4

Octreotid + CDCA-Na 2uMol 15,61 1,00 641 4
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