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Zusammenfassung

Um auf die ansteigende Flut neuer Wirkstoffe, die heutzutage
durch kombinatorische Chemie oder molekularbiologische
Syntheseverfahren zur Verfligung steht, reagieren zu konnen,
steigt der Bedarf an Selektionsverfahren, mit deren Hilfe sich
gleichermafen schnell und kostengiinstig die Kandidaten mit
dem hochsten Entwicklungspotential herausfiltern lassen.
Dazu miissen grundlegende biopharmazeutische Parameter
bereits in sehr friihen Phasen der Arzneistoffentwicklung
untersucht werden. Eine Voraussetzung fiir die Wirksambkeit
eines Pharmakons ist seine Fihigkeit, die natiirlichen Schutz-
mechanismen des Korpers zut tiberwinden. Mit Hilfe von
einschichtigen Zellverbinden konnen verschiedenste biologi-
sche Barrieren “im Reagenzglas” simuliert werden. Neben
ethischen Aspekten haben in vitro Testsysteme den Vorteil, dass
Permeabilititsuntersuchungen bei hohem Durchsatz unter
kontrollierten, reproduzierbaren Bedingungen durchgefiihrt
werden kénnen. Die Validitét eines Modells spiegelt sich
letztendlich in der Genauigkeit wider, mit der das Verhalten
eines Wirkstoffes an der korrespondierenden in vive Barriere
vorausgesagt werden kann.

Summary: Marker Transport across biological barriers in vitro:
Comparison of cell culture models for the gastrointestinal
barrier, the blood-brain barrier and the alveolar epithelium of
the lung

In order to respond to the flood of new active ingredients
currently being generated by combinatorial chemistry or
molecular biological synthesis, selection procedures able to
filter out rapidly and economically those drug candidates with
the highest development potential are required.

This necessitates the measurement of fundamental
biopharmaceutical parameters very early in the drug develop-
ment process. Any pharmaceutically active agent must be able
to overcome the body's natural protective mechanisms. A broad
variety of biological barriers can be simulated in the labora-
tory by cell monolayer models. Apart from ethical aspects, the
advantage of these in vitro test systems is that permeability
studies can be performed at high throughput rates under
controlled and reproducible conditions. The validity of such a
model is ultimately reflected in its ability to accurately predict
the behaviour of an active ingredient at the corresponding in
vive barrier.

Keywords: gastrointestinal, blood brain barrier, pulmonary
delivery, drug screening, in vitro, permeability studies, BCS

1 Einleitung

Unser Korper wird durch unsere Haut vor
dufleren Einfliissen geschiitzt. An den Ein-
trittspforten des Korpers iibernehmen die
Schleimhiute des Nasopharyngealraumes,
des Gastrointestinaltraktes, des Respira-
tionstraktes oder des Urogenitaltraktes
diese Aufgabe. Diese als biologische Bar-
rieren bezeichneten Gewebe bieten nicht
nur einen mechanischen Schutz, sondern
erschweren daneben die Aufnahme kor-
perfremder Stoffe wie Umweltschadstof-
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fe, aber auch einiger pharmazeutischer
Wirkstoffe. Bevor ein extravaskulir ver-
abreichter Arzneistoff den Systemkreislauf
errcichen kann, muB er eine dieser Bar-
rieren iliberwinden. Voruntersuchungen,
die die Fihigkeit eines neu entwickelten
Pharmakons zur Uberquerung verschiede-
ner biologischer Barrieren kliren kénnen,
sind fiir die pharmazeutische Industrie von
groBer Bedeutung. Dies gilt insbesonde-
re, wenn es gelingt, verldBliche Untersu-
chungen in vitro durchzufiihren. Neben
ethischen Aspekten kommen dabei auch

finanzielle Gesichtspunkte zum Tragen.
Voraussetzung fiir in vitro Permeabilitits-
studien ist die Kultur epithelialer bzw.
endothelialer Zellen in Form eines dich-
ten einschichtigen Zellverbandes (Mono-
layer).

Fiir die Tauglichkeit einer in vifro Bar-
riere ist die Ausbildung von dichten inter-
zelluldren Kontakten (tight junctions, TJ)
eine zwingende Voraussetzung. Die TJ
verschlieBen den Interzellularspalt und
verhindern dadurch einen unkontrollierten
Stoffaustausch von einer Seite der Zell-
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schicht zur anderen (Gumbiner, 1993;
Madara, 1988). Lipophile Molekiile kin-
nen mit der Zellmembran in Wechselwir-
kung treten und die Zellschicht durch ein-
zelne Zellen hindurch iiberqueren. Diesen
transzelluldren Stoffaustausch kontrollie-
ren sogenannte Effluxpumpen. Dabei han-
delt es sich um groBe Proteinmolekiile, die
die Zellmembran durchspannen und in die
Zelle eingedrungene Fremdmolekiile un-
ter Energieverbrauch wieder ausschleusen.
Das P-Glykoprotein (Pgp, pl170) oder
Multidrug Resistance Protein (MDR-1)
spielt eine herausragende Rolle bei dieser
Entgiftungsreaktion (Kerb et al., 2001;
Hunter et al., 1993). Eine Wechselwirkung
mit dem P-Glykoprotein kann die Biover-
fligbarkeit eines Pharmakons drastisch
verringern (Wacher et al., 2001).

Als in vitro Modell fiir biopharmazeu-
tische Permeabilititsuntersuchungen an
der gastrointestinalen Barriere hat sich die
Adenokarzinomzelllinie Caco-2 (Fogh,
1977) bewihrt. Sie gewinnt seit etwa 10
Jahren zunehmende Bedeutung in der
pharmazeutischen Forschung. Im August
2000 verabschiedete die amerika-
nische Food and Drug Administration
(FDA) eine Industrierichtlinie (http://
www.fda.gov/cder/guidance/index.htm),
welche ein Klassifizierungssystem fiir
pharmazeutische Wirkstoffe aus schnell
freisetzenden, festen, oral verabreichten
Formulierungen propagiert. Das soge-
nannte Biopharmaceutics Classification
System (BCS) teilt Arzneistoffe anhand
ihrer Loslichkeit und ihrer Permeabilitiit
iiber die Darmschleimhaut ein. Unter der
Voraussetzung einer schnellen Dissoluti-
on und einer hinreichenden Stabilitdt der
Arzneiform kann fiir Vertreter der Wirk-
stoffklasse I ein Biowaiver, d.h. ein Ver-
zicht auf in vivo Bioverfiigbarkeits- und
Bioidquivalenzstudien beantragt werden.
Die Charakterisierung und Qualifizierung
des Caco-2 Modells im Hause der Across
Barriers GmbH war bereits Gegenstand
eines fritheren Artikels in Altex (Haltner
et al., 2001).

Fiir die Blut-Hirn Schranke und die al-
veolare Barriere stehen bisher keine kom-
merziell erhiltlichen Zelllinien zur Verfii-
gung, welche die physikalischen und bio-
chemischen Eigenschaften der entspre-
chenden in vivo Barrieren in ausreichen-
dem Mabe widerspiegeln. Aufgrund der
geringen Verfiigharkeit von frischem hu-
manen Lungengewebe, verwendet Across

156

Barriers zur Simulation der alveolaren
Barriere ein in vitro Modell, welches auf
Alveolarepithelzellen vom Schwein
(PAEC, Porcine Alveolar Epithelial Cells)
basiert. Dabei werden zunichst die un-
empfindlicheren Typ-II-Zellen isoliert, die
dann in Kultur eine Differenzierung zu
Typ-I-Zellen durchlaufen, was mit einer
Abnahme der Enzymaktivitit der Alkali-
schen Phosphatase einhergeht. Ein weite-
res in vitro Modell fiir die Blut-Hirn
Schranke besteht aus einschichtigen Ver-
binden von Endothelzellen (PBEC, por-
cine Brain Endothelial Cells), welche
frisch aus Schweinhirnkapillaren isoliert
werden.

2 Material und Methoden

2.1 Material

Die verwendeten Materialien wurden von
folgenden Firmen bezogen: Biochrom KG
(D-Berlin): Dulbecco's Modified Eagles
Medium (DMEM), M 199 Medium, nicht-
essentielle Aminosduren (NEA), Trypsin-
EDTA-Losung, Gentamicinsulfat; Sigma
Chemicals (D-Deisenhofen) oder Fluka
(D-Neu-Ulm): Atenolol, Propranolol,
Metoprolol, Fluorescein, Rhodamin 123,
Carbamazepin, Antipyrin, Naproxen,
Theophyllin, Verapamil, Hydrocortison,
Koffein, Ketoprofen, Labetalol, Ranitidin,
Hydrochlorothiazid, Furosemid, Amoxi-
cillin, Himatoxylin, Dextran, Kit 86R zum
Nachweis von Alkalischer Phosphatase;
Paraformaldehyd; Biomol (D-Hamburg):
Ampicillin; NEN Life Science Products
(B-Zeventem): *H-Mannitol; Hoffman-La
Roche (CH-Basel): Dispase 11, Collagen-
ase/Dispase; Amersham Pharmacia Bio-
tech: *H-Dexamethason; Chemicon (D-
Hofheim): monoklonaler Antikorper ZO-
1 (Ratte, IgG); Greiner Labortechnik (D-
Frickenhausen): Fotales Kilberserum
(FKS): Biochrom KG (D-Berlin): DME/
F12, Ochsenserum; Seromed (D-Berlin):
Kollagen G; Cell Systems (D-St. Kathari-
nen): Fibronectin, SAGM Bullet Kit; Bec-
ton Dickinson (D-Heidelberg): Kollagen;
Merck (D-Darmstadt): Methanol; Merck
(D-Darmstadt) oder Fluka (D-Neu-Ulm):
Salze fiir das Ansetzen der Pufferlgsun-
gen; Costar (D-Wiesbaden): Zellkulturtla-
schen (75 cm?) und Transwellplatten. Alle
anderen Einmalartikel fiir die Zellkultur
wurden von Biochrom KG (D-Berlin) be-
zogen. Ammoniumchlorid, Triton X-100,
Propidiumiodid und FluorSaveTM wur-
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den freundlicherweise vom Institut fiir
Biopharmazie und Pharmazeutische Tech-
nologie (D-Saarbriicken) zur Verfiigung
gestellt.

2.2 Isolierung primirer Zellen

Die Isolierung von zerebralen kapilliren
Endothelzellen aus Schweinehirn (PBEC)
wurde wie in der Dissertation von Franke
(Franke, 1997) beschrieben durchgefiihrt.
Dazu wurden die Schweinehirnhélften auf
dem Schlachthof frisch entnommen. Die
Hirnhéute mit den ihnen anhaftenden Ge-
fiBen sowie die sekretorischen Bereiche
wurden entfernt. Anschliefend wurde die
graue und weille Masse des Hirns mit Hil-
fe eines sterilen Kriuterschneiders homo-
genisiert und in 37°C warmem Priiparati-
onsmedium (M 199, serumfrei) zu einem
Endvolumen von 100 ml pro Gehirn auf-
genommen. Nach Zugabe von 1% (w/v)
Dispase II erfolgte bei 37°C unter Riihren
eine dreistiindige Inkubation. Zur Isolie-
rung der nun freigesetzten Kapillaren wur-
den jeweils 100 ml Homogenisat mit 150
ml 4°C kalter 18%iger Dextranlgsung ver-
setzt, durchmischt und bei 4°C mit 6800 x
g zentrifugiert. Die als Pellet gewonnenen
Kapillarfragmente wurden in Kulturmedi-
um (M 199, serumhaltig (10%)) resuspen-
diert und durch Nylongaze mit einer Ma-
schenweite von 180 um filtriert. Zur wei-
teren mechanischen Zerkleinerung wurde
die Suspension dreimal kriftig aus einer
auf dem Boden einer Petrischale aufgesetz-
ten Glaspipette herausgeprefit. Anschlie-
Bend wurde ein einstiindiger Verdau bei
37°C mit 0,1% (w/v) Collagenase/Dispa-
se in Kulturmedium durchgefiihrt. Die iso-
lierten Endothelzellen wurden 10 min bei
110 x g zentrifugiert und das Pellet nach
Dekantieren des Uberstandes in Pripara-
tionsmedium suspendiert. Es schlof sich
eine Dichtegradientenzentrifugation in ei-
nem diskontinuierlichen Percollgradienten
an. Dieser setzte sich aus 15 ml einer Per-
coll-Losung mit einer Dichte von 1,07 g/
cm?® zusammen, die mit 20 ml einer Per-
coll-Lésung der Dichte 1,03 g/em® iiber-
schichtet wurde. 10 ml des resuspendier-
ten Zellpellets wurden auf den Gradienten
aufgetragen und bei 1250 x g fiir 10 min
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation war
eine scharfe, durch Erythrozyten rot ge-
firbte Bande in der unteren Hilfte des Gra-
dienten zu erkennen, welche die Endothel-
zellen enthielt. Die Bande wurde mit einer
Pipette abgezogen, zum Auswaschen des
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Percolls mit Priiparationsmedium versetzt
und 10 min bei 110 x g zentrifugiert, Das
Pellet wurde in Kulturmedium resuspen-
diert und auf Kollagen G beschichtete
Kulturflaschen ausgesiit. Die Praparation
von alveolaren Epithelzellen aus Schwei-
nelunge erfolgte in Anlehnung an die von
Elbert publizierte Methode (Elbert, 1999)
zur Priparation von humanen Alveolarepi-
thelzellen. Davon abweichend wurde das
Gewebe manuell mit Hilfe von Skalpellen
zerkleinert. Beim Verdau wurde zusitzlich
das Enzym Elastase eingesetzt. Die Be-
handlung mit magnetic beads entfiel.

2.3 Zellkultur Caco-2

Die verwendeten Caco-2 Zellen wurden
freundlicherweise vom Institut fiir Bio-
pharmazie und Pharmazeutische Techno-
logie (D-Saarbriicken) zur Verfiigung ge-
stellt. Die Caco-2 Zellen wurden in
DMEM (pH 7,2-7,4), welches mit 10%
FKS, 1% NEA und 50 pg-ml-1 Gentami-
cin supplementiert war, bei 37°C, 5% CO,
und 90% relativer Luftfeuchte kultiviert.
Zur Vermehrung der Zellen erfolgte die
Aussaat in 75 cm? Kulturflaschen mit ei-
ner Dichte von 10° Zellen pro Flasche.
Das Kulturmedium wurde alle 2-3 Tage
erneuert. Die Zellen wurden einmal pro
Woche passagiert. Fiir Transportexperi-
mente wurden die Zellen mit Hilfe von
Trypsin-EDTA Losung geerntet und mit
einer Dichte von 6-10* Zellen/cm? auf
Transwell®-Clear Filtereinsiitze ausgesit.
Die Filter bestehen aus Polyester und ha-
ben eine Fliche von 1,13 cm? sowie ei-
nen Porendurchmesser von 0,4 um. Fiir
die Versuche wurden Caco-2 Monolayer
der Passagen 11-50 verwendet. Die ver-
wendeten Zellen reprisentieren die par-
entale Caco-2 Zelllinie, welche auch bei
Zellkultursammlungen wie ATCC oder
DSZM erhiltlich ist. Die Passagennum-
mer gibt die Anzahl der Subkultivierun-
gen nach dem Erhalt der Zellen an und
ist demnach kein absoluter Wert. Zur
Durchfiihrung der Versuche wurden Zel-
len mit der Passagennummer 9 frisch auf-
getaut und vor Beginn der Permeabilitiits-
untersuchungen zweimal in Zellkulturfla-
schen subkultiviert.

PBEC (porcine brain endothelial cells)

Die frisch priparierten PBEC Zellen wur-
den in Kulturmedium suspendiert und auf
Kollagen G beschichtete Kulturflaschen
ausgesiit. Die Aussaatfliche fiir die Aus-
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beute eines Hirnes betrug ca. 450 cm? (6
Flaschen). Die frisch priparierten Zellen
wurden am folgenden Tag zur Entfernung
von Zelldebris und Erythrozyten (nicht
adhirent) zweimal mit PBS gewaschen
und anschlieffend mit frischem Kulturme-
dium versorgt. Nach 3-4 Tagen wurden die
subkonfluenten Zellen passagiert. Dazu
wurden sie zweimal mit PBS gewaschen
und pro 75 cm? Kulturflasche mit 5 ml
Trypsinlosung (1:250 in PBS) bei Raum-
temperatur inkubiert. Unter leichtem
Schiitteln 16sten sich die Endothelzellen
von der Wachstumsfliche ab, wihrend
kontaminierende Fremdzellen noch am
Flaschenboden verblieben. Durch mehr-
faches schnelles Aufziehen der Suspensi-
on in einer Glaspipette konnten die Zell-
cluster in kleine Trauben vereinzelt wer-
den. Zur Inhibierung des Trypsins wurde
anschlieBend 4 ml Ochsenserum zugege-
ben. Nach einer Zentrifugation (10 min bei
110 x g) wurde das Pellet in Kulturmedi-
um resuspendiert. Anschliefend wurden
die Zellen mit einer Dichte von ca. 4-5-10°
Zellen/Filter (1,13 cm?) auf mit Ratten-
schwanzkollagen beschichtete Transwell®
Filter ausgesit. Das Rattenschwanzkolla-
gen wurde wie in der Dissertation von
Franke (Franke, 1997) beschrieben ge-
wonnen. Die Endothelzellen wurden bis
zur Konfluenz (nach 3-5 Tagen) kultiviert,
bevor sie zu Untersuchungen herangezo-
gen wurden. Am 5.-6. Tag nach der Pri-
paration wurden sie auf serumfreies DME/
F12 Medium umgestellt. Die Inkubation
der Kulturplatten erfolgte in wasserdampf-
gesittigter Atmosphire bei einer Tempe-
ratur von 37°C und 5% CO,.

PAEC (porcine alveolar epithelial cells)
Die frisch priparierten PAEC-Zellen (por-
cine alveolar epithelial cells) werden im
AnschluB} an die Tsolation in dem zur Kul-
tivierung eingesetzten SAGM resuspen-
diert und in einer Dichte von 4-9-10° Zel-
len/cm? auf mit Fibronektin/Kollagen be-
schichtete Transwell® Clear Filter ausge-
sit. Kultiviert werden die Zellen unter /i-
quid-covered conditons, d.h. 0,5 ml Me-
dium apikal und 1,5 ml basolateral. In
wasserdampfgesittigter Atmosphire, bei
einer Temperatur von 37°C und 5% CO,
erreichen die Monolayer nach ca. vier Ta-
gen Konfluenz und kénnen in Abhingig-
keit von der Entwicklung der TEER-Wer-
te am 7.-10. Kulturtag zu Permeationsun-
tersuchungen herangezogen werden.

HAEC (human alveolar epithelial cells)
Die HAEC Monolayer, mit denen verglei-
chende Transportexperimente durchge-
fiihrt wurden, wurden als fertig kultivier-
te, konfluente Monolayer vom Institut fiir
Biopharmazie und Pharmazeutische Tech-
nologie (D-Saarbriicken) bezogen.

2.4 Bestimmung des TEER

Vor und nach allen Transportexperimen-
ten wurde der transepitheliale elektrische
Widerstand (TEER) der Zellmonolayer
gemessen. Hierfiir wurde die EVOM™
Apparatur mit STX2-Elektrode (World
Precision Instruments, USA-Sarasote)
eingesetzt.

2.5 Permeationsstudien
Die Permeationsuntersuchungen an Caco-
2 Zellmonolayern wurden in Transwell®-
Platten mit jeweils 12 Filtereinsitzen
durchgefiihrt. Das Kulturmedium im Do-
nor- und Akzeptor-Kompartiment wurde
entfernt und durch 500 ul (apikal) bzw.
1500 ul (baseolateral) physiologischen
Krebs-Ringer Puffer ersetzt. Nach einer
einstiindigen Aquilibrierung der Zellen
wurde der Krebs-Ringer Puffer im Donor-
kompartiment durch eine Losung der je-
weiligen Markersubstanz ersetzt. Alle
Markersubstanzen wurden in Krebs-Rin-
ger Puffer (pH 7,2-7.4) gelost. Zu definier-
ten Zeiten wurden Proben von jeweils 100
pl aus dem Akzeptorkompartiment ent-
nommen und das entnommene Volumen
durch Krebs-Ringer Puffer ersetzt. Der
apparente Permeationskoeffizient (P in
cm-s”) wurde mit der Gleichung P =4
dt-1/m 1/A-V berechnet. Der Quoti-
ent dQ/dt beschreibt die Steigung der
Transportkurve, die sich fiir den jeweili-
gen Marker aus der Auftragung des Mas-
sentransportes dQ in das Akzeptorkompar-
timent gegen die Zeit ergibt. Der Ausdruck
Voume: (Donorvolumen)-dQ/dt beschreibt
den ,,steady state flux* in ug-ml pro Zeit-
einheit. A (1,13 cm?) ist die Fliche des
exponierten Zellmonolayers und m, die
Ausgangsmasse ([1g) der Markersubstanz
im Donor. Im Rahmen von Transportstu-
dien zur Identifikation aktiver Transport-
komponenten wurde der bidirektionale
Transport in Richtung apikal nach baso-
lateral (ab) und umgekehrt (ba) unter-
sucht.

Die Transportuntersuchungen an primé-
ren porcinen Kapillarendeothel- (PBEC)
und Alveolarzellen (PAEC) wurden in den
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entsprechenden Kulturmedien (siehe 2.3)
durchgefiihrt. Zur Probenaufgabe wurde
das Kulturmedium nur teilweise abgesaugt
und das entfernte Volumen durch die Test-
losung ersetzt. Alle anderen Schritte wur-
den in Analogie zu den Transportstudien
mit Caco-2 Zellen durchgefiihrt.

2.6 Kern-Fiarbung mit Himatoxylin
nach Gilles

Nach einer Methanol-Fixierung bei 4°C
fiir 30 min wurden die PAEC-Zellen drei-
mal mit PBS gewaschen und anschlieBend
fiir 2 min bei Raumtemperatur mit der
Himatoxylin-Losung inkubiert. Vor dem
Aufbringen der Deckgliser auf die Glas-
objekttriger wurde iiberschiissiges Hima-
toxylin durch dreimaliges Waschen mit
destilliertem Wasser und durch einen 10
miniitigen Waschschritt mit Leitungswas-
ser entfernt. Die Beobachtung erfolgte mit
einem Lichtmikroskop der Firma Leica
(D-Bensheim), die Aufnahmen entstanden
mit Hilfe einer angeschlossenen Digital-
kamera der Firma Nikon, COOLPIX 990.

2.7 Alkalische Phosphatase-Firbung
Der Alkalischen Phosphatase-Firbung
ging ebenfalls eine Methanol-Fixierung
der PAEC-Zellen bei 4°C fiir 30 min bei
den élteren Zellen in Kultur voraus, bei
den frisch priparierten Zellen erfolgte die
Fixierung durch Lufttrocknung. Die wei-
tere Vorgehensweise folgte der beschrie-
benen Methode der Firma Sigma, die zu-
sammen mit dem entsprechenden Kit 86R
geliefert wird.

2.8 Immunfluoreszenz

Fiir die Antikorperfiarbung wurden die
kultivierten PAEC-Zellen nach drei
Waschschritten mit PBS mit PFA 2%/
NH,CL 50 uM/TritonX 0,1% fixiert, wo-
bei nach jedem Schritt wieder drei Wasch-
schritte mit PBS eingefiigt wurden. Die
Fixierung lief wie im Folgenden beschrie-
ben: Fixierung mit PFA 2% in PBS (Para-
formaldehyd) fiir 10 min bei RT, Inkuba-
tion mit 50 uM NH Cl-Losung (Ammo-
niumchlorid), ebenfalls fiir 10 min bei RT,
Behandlung mit TritonX 0,1% in PBS fiir
7-8 min bei RT.

Die Inkubation mit dem priméren Anti-
korper erfolgte in wasserdampfgesittigter
Atmosphire bei 37°C und 5% CO, fiir 30-
60 min. Nach der griindlichen Entfernung
des tiberschiissigen Antikorpers durch drei
Waschschritte mit Puffer schlofl sich die
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Inkubation mit einem Fluorescein-mar-
kierten, sekundiiren Antikrper fiir 30 min
unter den obigen Bedingungen an. Die
Zellkerne wurden mit Propidiumiodid ge-
gengefirbt, welches zusammen mit dem
sekunddren Antikérper aufgegeben wur-
de. Das mounting auf Objekttriger erfolgte
nach drei weiteren Waschschritten, indem
die Filter mit Hilfe einer Skalpellklinge
ausgeschnitten und mit Fluor SaveTM
konserviert wurden. Die Aufnahmen wur-
den mittels clsm (confocal laser scanning
microscopy) am Institut fiir Pharmazeuti-
sche Technologie und Biopharmazie der
Universitit des Saarlandes (D) mit freund-
licher Unterstiitzung von Herrn Ehrhardt
durchgefiihrt.

3 Ergebnisse

3.1 Caco-2 Zellmonolayer als

Modell fiir die humane
Diinndarmschleimhaut

Vor dem Hintergrund des BCS-Systems
(Amidon et al., 1995), welches Eingang
in eine FDA Richtlinie (Hussain, 2000)
gefunden hat, wurde die Permeabilitit ei-
ner Reihe von Modellsubstanzen unter-
sucht. Ziel war es, einerseits die Selekti-
vitit des Caco-2 Modells mit einer grofie-

\\‘-"}*

ren Anzahl von Substanzen zu {iberprii-
fen, zum anderen, den Bezug der am Caco-
2 Modell gewonnenen Daten zur in vivo
Situation herzustellen. Die genannte
Richtlinie fithrt im Appendix eine Reihe
von pharmazeutischen Wirkstoffen auf,
denen verschiedene in vivo Permeabilitits-
klassen zugeordnet sind (unterschieden
wird hier nur in hoch und niedrig). Legt
man die bei Across Barriers giiltigen
Grenzwerte fiir niedere und hohe in vitro
Permeabilitdt (Haltner et al., 2001) zu-
grunde, so ergibt die Permeabilitiitsbestim-
mung in vitro fiir alle getesteten Substan-
zen dieselbe Zuordnung wie von der FDA
beschrieben (Abb.1). Dies zeigt, dass das
Caco-2 Modell eine selektive Einteilung
von Substanzen in unterschiedliche Per-
meabilititsklassen erlaubt und eine hohe
Ubereinstimmung mit der Absorption in
vivo gegeben ist.

3.2 Primire zerebrale
Schweineendothelzellen als

in vitro Modell fiir die BHS

Gerade bei Zellen primiren Ursprungs
kann die Qualitit des isolierten Materials
stark variieren. Um Richtigkeit und Repro-
duzierbarkeit der erhobenen Mefidaten den-
noch zu gewihrleisten, miissen Standards

I ) FDA Angabe
Carbamazepin : : — hoch
Antipyrin E — hoch
Coffein [ : S hoch
Naproxen | . — hoch
Propranolol | - hoch
Theophyllin | 5 - hoch
Verapamil B — hoch
Ketoprofen = } - hoch
Metoprolol T 2 h hoch
Hydrocortison _m KA.
Dexamethason [T i KA.
Labetalol e KA.
Ranitidin | }: : niedrig
Atenolol _j niedrig
Mannitol _j KA.
Hydrochlorothiazid _j niedrig
Furosemid _]T : : niedrig
Amoxiciln | ©  mittel | hoch permeabel niedrig
[nigdrig :
— T T R TR R
0,0 5,0x10° 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10° 2,5x10°
apparenter Permeationskoeffizient [cm/s]

Abb. 1: Permeabilitdt von Modellsubstanzen liber die gastrointestinale Barriere. Darge-
stellt sind die apparenten Permeationskoeffizienten, die an Caco-2 Zelimonolayern be-
stimmt wurden. Die Daten wurden mit unabhingigen Angaben der FDA (Hussain, 2000)

verglichen; k. A.: keine Angabe.
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Abb. 2: Abhéngigkeit des apparenten Permeationskoeffizienten von Fluorescein vom
transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER). Der TEER wurde am Anfang und am
Ende jedes Transportexperimentes gemessen.

festgelegt werden, mit deren Hilfe sich die
Qualitiit des Systems bemessen laft.

In Abbildung 2 ist die Permeabilitit von
Fluorescein in Abhiingigkeit des TEER-
Wertes aufgetragen, der an den Zellmono-
layern zu Beginn bzw. am Ende einer Per-
meabilititsstudie gemessen wurde. Der
TEER der verschiedenen PBEC-Chargen
schwankte dabei zwischen 0 und 16.00
Q-cm?. Oberhalb eines TEER-Wertes von
500 Q-cm? ist die Fluoresceindurchlissig-
keit der Monolayer nahezu unabhingig
vom Widerstand. Aufgrund dieses Befun-
des wurde fiir PBEC-Monolayer, die zu
Permeabilititsstudien eingesetzt werden
sollen, ein Mindest-TEER-Wert von 500
Q-cm? festgelegt. Zellmonolayer, die die-
sen Qualitiitsstandard nicht erreichen, miis-
sen verworfen werden.

Ahnlich wie fiir den TEER, wurden auch
Grenzwerte fiir den apparenten Permeati-
onskoeffizienten von Markersubstanzen
festgelegt. Mit Hilfe der nieder permeablen
Substanz Fluorescein kann die Integritiit
der Zellmonolayer einer jeden Zellcharge
(alle gleich behandelten Zellmonolayer
einer Priiparation) iiberpriift werden. Um
die Selektivitit des Modells beziiglich ho-
her und niedriger Permeabilitit darzustel-
len, wurde zusitzlich das hoch permeable
Propranolol verwendet. Aufgrund der iiber
viele Zellchargen gemessenen P, -Werte
(Abb. 3) sowie der Korrelation von Papp und
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TEER (Abb. 2) wurde fiir Fluorescein ein
maximal zuldssiger P_ -Wert von 1,5:10°
cm-s” festgelegt. Fiir Propranolol wurde
ein minimal zulidssiger Wert von 1-107
cmes”! festgesetzt.

3.3 Porcine Alveolarepithelzellen
simulieren die alveolare Barriere
Abbildung 4 zeigt einen typischen Mono-
layer von PAEC-Zellen nach 6 Tagen Kul-
tur auf Transwell®-Filtern. Man erkennt
bereits die Formierung abgeflachter groB-
flichiger Zellen, neben kleineren abgerun-
deten Zellen. Nach 7 Tagen (Abb. 5) wird
die Wachstumsfliche fast ausschlieflich
von diesen flachen Zellen mit Typ-I-Zel-
len dhnlicher Morphologie bedeckt. Die
Ausbildung von engen Zell-Zell Kontak-
ten konnte durch Anfirbung der right
Jjunctions mit Hilfe spezifischer Antikor-
per nachgewiesen werden. Abb. 5 zeigt
einen konfluenten Monolayer aus PAEC-
Zellen, deren interzelliire Verkniipfungen
durch Farbung des ZO-1 (zonula occlu-
dens) Proteins, eines zentralen Bausteins
des tight junction Komplexes, sichtbar
gemacht wurden (helle Linien).

Ein weiterer Hinweis auf die Differen-
zierung der Alveolarzellen von einer Typ
1I zu einer Typ I Charkteristik ist die Akti-
vitiit des Enzyms Alkalische Phosphatase,
fiir das die Kultur am ersten Tag nach der
Aussaat auf Transwell®-Filter positiv war.
Am Kulturtag 6 konnte dagegen keine
Alkalische Phosphatase mehr nachgewie-
sen werden (ohne Abbildung).

3 _

@ 1,0x10 ® Fluorescein

g ©  Propranclol

: 4

g 1.0x10" 5

N 1

% 5 T e a, ¢ i

5 1,0x107 4 s i -+ unterer Grenzw.

E= E =

A |

E . ..‘,i e s ® ... oberer Grenzw.

g:‘ 1,0x10 _é [ ] . . ‘T Py 8 1

o ] [ ] - T § |
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@ 1 » o9 1, % ¢ ® *
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PBEC-Zelichargen aus unterschiedlichen Praparationen

Abb. 3: Qualitdtsmonitoring der bei Across Barriers produzierten PBEC-Zellchargen
beziiglich Dichtigkeit und Selektivitét fiir hoch und nieder permeable Substanzen. Dar-
gestellt sind die apparenten Permeationskoeffizienten fiir Fluorescein und Propranolol
mit den zugehérigen Grenzwerten. Die mit Pfeilen gekennzeichneten MeBwerte lagen
auBerhalb der Qualitadtsstandards, die zugehérigen Zellchargen wurden deshalb nicht

zu Permeabilitatsstudien eingesetzt.
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Abb. 4: Sechstégige Kultur von porcinen
alveolaren Epithelzellen. Die Kerne des
Préaparates sind mit Hadmatoxylin ange-
farbt. Neben kleinen abgerundeten Zellen
erkennt man groBe Zellen mit flacher Mor-
phologie.

Abb. 5: Sieben Tage kultivierter Monolay-
er aus priméren, porcinen Alveolarepithel-
zellen. Die hellen Banden zeigen die An-
ordnung der tight junctions zwischen den
Zellen. Zur Anfarbung der TJ wurde ein
fluoreszenzmarkierter monoklonaler Anti-
koérper (ZO-1, Ratte, IgG) verwendet, der
gegen das ZO-1 Protein gerichtet ist. Die
Kerne der Zellen wurden mit Propidi-
umiodid gegengeférbt.

3.4 Vergleich der
Barriereeigenschaften
unterschiedlicher in vitro Modelle

Die Charakterisierung der Dichtigkeit einer
epithelialen Zellschicht geschieht iiblicher-
weise iiber die Bestimmung von parazellu-
ldren Transportparametern (Hidalgo et al.,
1989). Besonders einfach ist die Permeabi-
litét der Zellschicht fiir lonen zu verfolgen.
Der transepitheliale elektrische Widerstand
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korreliert in direktem MaBe mit der Permea-
bilitit des Zellmonolayers fiir anorganische
Tonen und stellt eine sehr empfindliche
MeBgroBe fiir die Dichtigkeit von tight
Junctions ausbildenden Zellverbinden dar.
Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber dic clek-
trischen Widerstiinde verschiedener epithe-
lialer Gewebe in vivo und in vitro. Aus den
Daten (Literaturangaben bzw. eigene Mes-
sungen) wird die Variationsbreite der Mef3-
werte ersichtlich. Die an den verwendeten
in vitro Modellen (fett gedruckt) gemesse-
nen TEER-Werte liegen in einer mittleren
GroBenordnung, wobei die primiéiren einen
bis zu zehn Mal héheren TEER aufweisen
wie Monolayer der Caco-2 Zelllinie.

=2

Auf eine Einteilung der Substanzen in
Permeabilititsklassen (was einen direkten
Vergleich erlaubt) wurde hier verzichtet,
da noch nicht fiir alle Modelle Permeabi-
litdtsgrenzwerte definiert wurden. Aus-
schlaggebend ist hier das Ranking (Rei-
henfolge von hoher zu niederer Permea-
bilitiit) der Substanzen, sowie das Verhiilt-
nis der Transportgeschwindigkeiten ver-
schiedener Marker an einem einzelnen
Modell.

Beim Vergleich des Markertransportes
deuten sich fiir die verschiedenen Zellkul-
turmodelle unterschiedliche Permeations-
profile an. Im Falle des HAEC-Modells
fiir das alveolare Epithel ist das Ranking

Tab. 1: Elektrischer Widerstand verschiedener epithelialer Gewebe (unterschiedliche
Spezies) im Vergleich. (1: Powell, 1981; 2: Crone and Olesen, 1982; 3: eigene Messung;

4: Dickinson, 1996; 5: Gitter, 2000)

Gewebe

Gallenblase
(i1 vivo)

Magenschleimhaut
(/1 vivo)

Blase (/7 vivo)

Amphibienhaut (/7 vivo)
Alveolarepithel (/7 vivo)

HAEC (Alveolarepithel #7 viiro)

PAEC (Alveolarepithel /7 vitro)
distales Kolonepithel (#7 o)

Caco-2 (Kolonkarzinomzelllinie)
zerebrales Kapillarendothel (/47 v/vo)

PBEC
(zerebrales Kapillarendothel, /#7 viro)

Spezies elektrischer Widerstand
Kaninchen 20 (1) 310 (1)
Molch 20 (1) 310 (1)
Molch 1730 (1)
Kaninchen 8700 (1)
Frosch 5000-10000 (1)
Ratte > 1000 (4)
Mensch 4000-5000 (3)
Schwein 1000-2000 (3)
Maus 130-430 (5)
Mensch 300-600 (3)
Frosch 1800 (2)
Schwein 700-1500 (3)

Mehr als durch den TEER kénnen die
Barriereeigenschaften verschiedener Mo-
delle anhand der Permeabilitiit verschie-
dener Modellsubstanzen differenziert wer-
den. Abbildung 6 zeigt die Permeabilitiit
einer Reihe von Substanzen iiber Caco-2,
PBEC-, PAEC- und HAEC-Monolayer.
Dabei ist zu beachten, dass die an verschie-
denen Modellen bestimmten absoluten
Permeabilititswerte einer Substanz nicht
unmittelbar zueinander in Relation gestellt
werden kénnen. Aus diesem Grund wur-
den die gemessenen P -Werte auf den
jeweiligen Papp-Wen von Fluorescein nor-
miert. Fluorescein passiert alle Modelle
mit annidhernd gleicher Geschwindigkeit.

der Substanzen gegeniiber Caco-2 und
PBEC-Monolayern verindert, die Sub-
stanz ABG tritt vergleichsweise langsam
durch den HAEC-Layer. Der deutlichste
Unterschied ist beim Transport von Rho-
damin 123 erkennbar. Die Substanz wird
tiber die Lungenmodelle mit ca. 10-fach
bzw. 3,5-fach hoherer Geschwindigkeit
aufgenommen, als tiber Caco-2 und PBEC
Monolayer. Die Transportgeschwindigkeit
von Rhodamin 123 steht in engem Zusam-
menhang mit der Expression von Efflux-
proteinen, wie dem P-Glykoprotein, wel-
ches die Substanz erkennt und ausschleust.
Noch deutlicher kann die Aktivitiit des P-
Glykoproteins am Transport in die sekre-
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Abb. 6: Vergleich der Permeabilitét (apikal > basolateral) von Modellsubstanzen an verschiedenen in vitro Modellen fiir die intestina-
le Mucosa, die Blut-Hirn Schranke sowie das Alveolarepithel. Die Papp-Werte wurden auf den Papp-Wert von Fluorescein normiert.
Sie stellen typische Mittelwerte fiir die Permeabilitét der Substanzen Uber das jeweilige Zellimodell dar (n.a.: nicht analysiert).

tive Richtung (von basolateral nach api-
kal) abgelesen werden (Abb. 7).

Die Aktivitit der Effluxpumpe P-Gly-
koprotein (Pgp, MDR-1) wurde mit Hilfe
des Substrates Rhodamin 123 untersucht.
Der MDR-Phinotyp zeichnet sich durch
einen erhohten Substratefflux und somit
durch eine verminderte Substratakkumu-
lation in der Zelle aus. Im in vitro System
ist der effektive Transport von Pgp-Sub-
straten von apikal nach basolateral gegen-
iiber Nicht-Substraten verlangsamt, wih-
rend der Transport in die umgekehrte
Richtung erhdht ist. Pgp-Inhibitoren ver-
mindern diesen Effekt. Dies spiegelt sich
in einer Anniherung der Permeationsko-
effizienten fiir beide Transportrichtungen
wider.

Der Transport von Rhodamin 123 zeig-
te am Caco-2 Modell die stirkste Asym-
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metrie. Hier lag der Papp—Wert fiir den

Transport von basolateraler zu apikaler

Seite des Monolayers um den Faktor 30-
40 iber dem P -Wert fiir die umgekehr-
te Transportrichtung. In geringerem Aus-
mal konnte dieser Effekt auch fiir die
PBEC-Monolayer (BHS) beobachtet wer-
den. In Anwesenheit von P-Glykoprotein
spezifischen Hemmstoffen wie Verapamil
oder Ritonavir glichen sich die Permeati-
onskoeffizienten fiir beide Transportrich-
tungen nahezu vollstindig an. An den
beiden Modellen HAEC und PAEC, wel-
che das alveolare Epithel simulieren,
konnte im Gegensatz zu den anderen
Modellen keine deutliche Richtungsab-
hiingigkeit des Rhodamin 123 Transpor-
tes beobachtet werden. Der P, -Wert fiir
beide Transportrichtungen war hier anna-
hernd gleich.

4 Diskussion

Im Laufe der Evolution sind zahlreiche
Mechanismen entstanden, die den
menschlichen Organismus vor der Viel-
zahl von Fremdstoffen abschirmen, denen
er tagtiiglich ausgesetzt ist. Soll ein Phar-
makon erfolgreich an seinen Wirkort ge-
langen, mull es diese biologischen Barrie-
ren iiberwinden kénnen. Zellkulturmodel-
le erweisen sich zunehmend als effiziente
Werkzeuge zur Untersuchung biopharma-
zeutischer Eigenschaften, welche fiir die
Entwicklung eines Wirkstoffs zu einem
wirksamen Arzneimittel grundlegend sind.

Es steht auBer Frage, dass weder ein
Tiermodell noch ein Zellkultursystem alle
Charakteristika der simulierten humanen
Barriere vereinen kann. Die Eignungsprii-
fung eines Testsystems zur Permeabilitits-
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bestimmung muf} jedoch moglichst viele
Einfluffaktoren in Betracht zichen, von
denen bekannt ist, dass sie die Permeabi-
litédt in vivo beeinflussen konnen. Um phy-
sikalisch-morphologische sowie bioche-
mische Charakteristika in vitro beizube-
halten, ist es von Vorteil, wenn ein Mo-
dell aus dem Zelltyp besteht, der in vivo
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wesentlich fiir die Barrierefunktion ver-
antwortlich ist. Dabei kann es sich als
praktikabler erweisen, verwandte Zell-
species oder Vorlduferzellen zu isolieren,
die in Kultur spontan differenzieren
oder durch zusitzliche Faktoren zur
(Um)differenzierung angeregt werden
kénnen. Caco-2 Zellen wurden urspriing-

2

lich aus dem Kolon eines 76-jihrigen Tu-
morpatienten isoliert. In Kultur bilden sie
ohne Zugabe besonderer Differenzie-
rungsfaktoren Zellschichten aus, die den
sdulenformigen Diinndarm-Enterozyten
morphologisch und enzymatisch dhnlicher
sind als ihren Ursprungszellen. Wie das
Diinndarmepithel in vivo bilden Caco-2
Zellen Mikrovilli aus, wodurch sich die
resorbierende Oberfliche gewaltig vergro-
Bert.

Alveolare Typ-I-Zellen sind diinn und
{lach. Sie haben dadurch eine groBe Kon-
taktflache zum Wirkstoff bei gleichzei-
tig kurzer Diffusionsstrecke. Im in vitro
Modell kann diese Morphologie nachge-
bildet werden. In Kultur kénnen Typ-II-
Zellen, die den Isolationsproze zu einem
grofBieren Anteil iiberstehen, als die emp-
findlichen Typ-I-Zellen, zu flachen, aus-
gedehnten Zellen mit Typ 1 Charakteri-
stik differenzieren. Auch die BHS Zellen
(PBEC) weisen Differenzierungsmerk-
male, wie das vonWillebrandfaktor ver-
wandte Antigen, auf, die fiir kapillire En-
dothelzellen der BHS typisch sind.

Vergleicht man die hier beschriebenen
PBEC Monolayer mit anderen in der Li-
teratur beschriebenen BHS Modellen, so
zeigt sich, dass die ermittelten Permea-
bilititen fiir den low permeability Mar-
ker Saccharose mit Werten von 4,2-10°¢
cm-s™ (fiir serumhaltiges Medium) bzw.
1,0-10°¢ ¢cm-s! (fiir serumfreies Medium)
mit zu den niedrigsten in der Literatur be-
schriebenen gehdren. Sie liegen recht
nahe an dem von Levin (1980) publizier-
ten MeBwert von 0,12-10% cm-s™, der in
vivo an adulten Ratten bestimmt wurde
(Abb. 8).

Um die Leistungsfahigkeit eines Mo-
dells exakt einschitzen und die aus Per-
meabilititsstudien gewonnene Informa-
tion richtig deuten zu kénnen, ist die Kor-
relation von in vitre und in vive Daten
mit Hilfe gut charakterisierter Modellsub-
stanzen enorm wichtig. Problematisch ist
dabei die Zugidnglichkeit von in vivo Da-
ten. Hiufig liegen nur Daten zur absolu-
ten Bioverfiigbarkeit eines Arzneistoffes
vor. Die Bioverfiigbarkeit setzt sich
jedoch ihrerseits aus vielen Einzelfakto-
ren zusammen. Genannt seien hier die
ADME-Parameter (Absorption, Distribu-
tion, Metabolisierung und Exkretion), die
nicht alle mit Hilfe eines Zellkultursy-
stems simuliert werden kénnen. Die Ab-
sorptionsgeschwindigkeit wiederum kann
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Abb. 8: Typische Saccharose-Permeabilititen fiir verschiedene in vitro Modelle der Blut-
Hirn Schranke im Vergleich zur BHS in vivo. Die Werte sind der Literatur entnommen.
Da die MeBdaten in einigen Referenzen nicht in der allgemein gebrduchlichen Form als
Quotient von Weg und Zeit angegeben waren, wurden diese zu Vergleichszwecken an-
hand weiterer Angaben der Autoren in die Einheit cm's' umgerechnet (* nach Applika-

tion von ACM und cAMP).

von Carrier- und Effluxproteinen beein-
fluit werden. Mit Hilfe von spezifischen
Substraten konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass die Caco-2 Zelllinie P-Gly-
koprotein iiberexprimiert (Collett et al.,
1999). Andere Carrier, welche in vivo die
Aufnahme von Dipeptiden, aber auch
Arzneistoffen wie Amoxicillin vermitteln,
werden dagegen unterexprimiert (Gres et
al., 1998). Sind solche Abweichungen be-
kannt, kdnnen sie bei Prognosen der in
vivo Verfiigbarkeit einkalkuliert werden.
Zu den genannten komplexen Wechsel-
beziehungen kommen nicht zuletzt indi-
viduelle Variationen, von denen immer
mehr im Rahmen molekularbiologisch-
pharmazeutischer Studien (Pharmacoge-
nomics/Pharmacoproteomics) identifi-
ziert werden.

Auch bei primiren Zellmodellen kon-
nen individuelle Unterschiede der Spen-
derorganismen, beispielsweise in der en-
zymatischen Ausstattung, zu Abweichun-
gen in der Permeabilitit einzelner Sub-
stanzen fiihren. Um diese Variationsbrei-
te erfassen zu konnen, ist es unerlédblich,
die Messungen an Zellen unterschiedli-
cher Herkunft zu reproduzieren. Ferner
sollte auch fiir die priméren Zellsysteme,
wie bereits fiir das Caco-2 Modell darge-
stellt, mit Hilfe von Modellsubstanzen
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eine Einteilung in Permeabilitiitsklassen
vorgenommen werden. Auf diese Weise
lassen sich an unterschiedlichen Model-
len bestimmte Permeabilititen am sinn-
vollsten zueinander in Bezug setzen.

Invitro Testsysteme besitzen gegeniiber
Tierversuchen und Organkulturen den
groBen Vorteil, dass Permeabilitiitsunter-
suchungen bei hohem Durchsatz unter
kontrollierten, reproduzierbaren Bedin-
gungen durchgefiihrt werden kénnen.
Unter Umstéinden miissen zur Beantwor-
tung bestimmter Fragestellungen ver-
schiedene Modelle herangezogen werden.
Hierin liegt aber auch das Potential, ein-
zelne Faktoren gesondert untersuchen zu
konnen und die gewonnenen Erkenntnis-
se in gezielte Strategien umzusetzen.

Zellkulturmodelle kdonnen Humanstu-
dien nicht vollstindig ersetzen, sie kon-
nen jedoch viele Teilaspekte kldren und
so ganz wesentlich zu einem effektiveren
Design und einer Verkiirzung klinischer
Studien beitragen. Die FDA-Richtlinie,
die die Erteilung eines Biowaivers fiir
Arzneimittel der BCS-Klasse I auf der
Grundlage von in vitro Permeabilititsstu-
dien erméglicht, hat kiirzlich gezeigt, dass
auf Zellknlturen basierende Ersatzmetho-
den auch zunehmend behordliche Akzep-
tanz finden.
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