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Zusammenfassung

Die Fortschritte der modernen Bio- und Informationstechnolo-
gie haben starke Auswirkungen auf die Entwickiung neuer
Arzneimittel: Auf der einen Seite ermdglichen es computerun-
terstiitzte Synthese- und Screeningverfahren, immer mehr
potentielle Arzneistoffe auf chemischen Wege herzustellen; auf
der anderen Seite nimmt die Zahi der biotechnologisch
hergestellten Arzneistoffe (Peptide, Proteine, Antisense-
Oligonukleotide, Vetoren fiir die somatische Gen-Therapie)
stindig zu. Ob sich aus diesen Molekiilen wirksame und
sichere Arzneimirrel entwickeln lassen, hingt u.a. stark davon
ab, ob diese Wirkstoffe ihren Zielort (Rezeptor) innerhalb des
Kérpers auch tatsichlich erreichen. Hiufig kénnen biologi-
sche Barrieren, wie etwa die Schleimhaut des Magen-Darm-
Traktes, von den Arzneistoffmolekiilen nicht iiberwunden
werden. In vitro Testsysteme auf der Basis menschlicher
epithelialer Zellkulturen kénnen helfen, unter den mglichen
Arzneistoffkandidaten diejenigen auszuwdhlen, welche
problemlos absorbiert werden. Dariiber hinaus sind solche
Zellkultursysteme hilfreich bei der Suche nach neuen Applika-
tionswegen fiir diejenigen Arzneistoffe, welche normalerweise
nicht oral appliziert werden kénnen. In diesem Zusammenhang
gewinnt auch die pulmonale Applikation von Arzneistoffen und
die Entwicklung von Zellkulturmodellen der alveolaren Blut-
Luft-Schranke zunehmend an Interesse.

Summary: In vitro intestinal and alveolar epithelium cultures
in drug research

The progress of modern bio- and information-technology has
made an enormous impact on the development of new drugs:
At the one hand, computer-aided drug design and automated
high-throughput screening has enormously facilitated the
chemical synthesis of new drug candidates. At the other hand,
the number of macromolecular biopharmaceuticals, such as
peptides, proteins, antisense agents or gene vectors is contini-
ously increasing. Whether or not such new entities can indeed
be developed to safe and efficient medicines, is largely
determined by the guestion, whether these molecules are able
to reach their actual target (receptor) within the patient’s body.
Often, biological barriers, such as the mucosal epithelium of
the gastrointestinal tract cannot be passed. In vitro test
systems based on human epithelial cells may help to determine
those candidate drugs which are well absorbed after oral
application. Moreover, such cell culture models are helpful
tools for the discovery for new delivery routes for those
molecules, which cannot be administered by oral application.
In this context, there is an increasing interest in the pulmonary
delivery of drugs, as well as in the development of cell culture
systems to model the blood-air barrier represented by the
alveolar epithelium.

Keywords: 3R, Caco-2 cells, drug development, human
epithelial cells, intestinal and alveolar epithelium, blood-air
barrier

1 Auswirkungen der Bio- und
Informationstechnologie auf die
Entwicklung neuer Arzneimittel

Die Entwicklung neuer Arzneimittel er-
fihrt durch die imponierenden Fortschrit-
te auf den Gebieten der Bio- und Infor-
mationstechnologie derzeit wichtige neue
Impulse. Auf der einen Seite ermoglichen
es neuartige Methoden des Computer-ai-
ded Drug Design, der kombinatorischen
Chemie sowie pharmakologische Testme-
thoden mit hoher Durchsatzkapazitit
(high-throughput screening), dall inner-
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halb relativ kurzer Zeit und in einem Ar-
beitsgang 100.000 und mehr neue Arznei-
stoffmolekiile synthetisiert und auf ihre
potentielle Wirksamkeit getestet werden
konnen. Auf der anderen Seite kommen
zu diesen, mit modernen Methoden iden-
tifizierten ,.konventionellen” Arzneistof-
fen (d.h. relativ kleine Molekiile organisch
chemischer Herkunft) in zunehmendem
MaRe echte ,,Biopharmazeutika”, also
makromolekulare Arzneistoffe biotechno-
logischer Herkunft. Damit gemeint sind
zunichst Peptide und Proteine, aber auch
Oligonukleotide zur Modulation der Gen-

Expression, bis hin zu DNA-Vektoren fiir
eine mogliche in-vivo Gentherapie.
Wihrend die modernen Synthesemetho-
den und Wirksamkeitstests inzwischen zu
einer enormen Zunahme an potentiellen
Wirkstoffkandidaten (strenggenommen
sind dies zunéchst nichts anderes als Ligan-
den mit einer hohen Rezeptoraffinitiit) ge-
fiihrt haben, herrscht noch immer ein Man-
gel an adédquaten Methoden, um die wich-
tigen biopharmazeutischen Eigenschaften,
insbesondere die Permeabilitit iiber Ab-
sorptionsbarrieren, mit einer dem neuen
Stoffangebot angemessenen Kapazitit zu
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untersuchen. Es liegt auf der Hand, dass von
zwei gleich potenten Arzneistoffen letztlich
derjenige ein erfolgreicheres Produkt ab-
geben wird, der oral (z.B. als Tablette oder
Kapsel) und nicht parenteral oder nur iiber
ein kompliziertes und teures ,,Delivery Sy-
stem” angewandt werden kann.

Vor diesem Hintergrund kommt moder-
nen Zellkolturverfahren eine wachsende
Bedeutung im Entwicklungsprozess neu-
er Arzneistoffe zu. Sie erlauben es, von
einer relativ groBen Anzahl an Substan-
zen wichtige Permeabilitiitsdaten zur Vor-
hersage der Absorption bereits in einer
sehr frithen Entwicklungsphase zu erhal-
ten. AuBerdem hilft dieser Ansatz, Tier-
versuche zu vermeiden. Eine neue Guide-
line der FDA (Hussain, 1999) sieht auBer-
dem vor, beim Vorliegen geeigneter Per-
meabilitits- und Loéslichkeitsdaten von
Arzneistoffen, bei der Zulassung von Arz-
neimitteln mit rascher Wirkstoflfreiset-
zung auf klinische Biodquivalenzstudien
zu verzichten

Noch grofier wird die Problematik des
Barrierctransports bei den ,,echten” Bio-
pharmazeutika. Aufgrund ihrer Groe, ih-
rer schlechten Lipidloslichkeit und gerin-
gen metabolischen Stabilitédt bereitet der
Transport solcher Molekiile vom Applika-
tions- zum Wirkort von Natur aus grofie
Probleme. Die fiir Arzneimittel grundsiitz-
lich bevorzugte orale Applikation schei-
det in der Regel aus, aber auch nach intra-
venoser Applikation knnen Peptide und
Proteine z.B. kaum in das zentrale Ner-
vensystem gelangen, weil sie die sog.
Blut-Hirn-Schranke normalerweise nicht
iiberwinden. Noch schwieriger gestaltet
sich die Uberwindung solcher biologischer
Barrieren bei der sog. Gentherapie, wo
selbst nach direkter Injektion ins Zytoplas-
ma nur etwa eines von 100.000 Plasmid-
Molekiilen in den Nukleus transportiert
und erfolgreich transkribiert wird. Die
Erforschung neuer Technologien, welche
den sicheren und effizienten Transport
zum eigentlichen Wirkort gewihrleisten,
ist gerade fiir diese hochpotenten, aber lei-
der mit duflerst unvorteilhaften pharma-
kokinetischen Eigenschaften behafteten
Makromolekiile sehr wichtig.

2 Transport- und Barrierefunktionen
epithelialer Schleimhautgewebe

Der schematische Aufbau eines einschich-
tigen Epithels, wie z.B. das des Diinn-
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darms, ist in Abbildung 1 gezeigt. Gleich-
zeitig enthilt diese Abbildung auch alle
wesentlichen (nicht auf Arzneistoffe be-
schrinkten!) Transportwege zwischen der
apikalen (= dem Darmlumen zugewand-
ten) und der basolateralen (= der Serosa
bzw. den Blutgefiben zugewandten) Sei-
te einer solchen biologischen Barriere.

M
A

sierung in der Leber (first-liver-pass ef-
fect) in Verbindung brachte, setzt sich in-
zwischen mehr und mehr die Einsicht
durch, dass derartige Prozesse bereits zum
groBen Teil in der Darmwand selbst ab-
laufen. Besondere Bedeutung kommt in
diesem Zusammenhang einerseits metabo-
lischen Enzymen, andererseits sog. apika-

5 1
luminal
(apikal)
)
serosal
(basolateral) \

ac ac ac

: :

Abbildung 1: Transportwege an einer epithelialen Barriere: 1 = parazellulér, 2 = trans-
zellular, 3 = vesikulédr (Endo-/Transzytose), 4 = Transporter-vermittelt, 5 = apikales Eff-

lux-System.

Die meisten Arzneistoffe, insbesondere
jene, die derzeit als Arzneimittel zur ora-
len Anwendung zugelassen und im Han-
del sind, werden iiber passive, transzellu-
ldre Diffusion (Weg 2) absorbiert. Dies ist
jedoch nur fiir relativ kleine Molekiile
mdglich, die hinreichend schnell durch die
lipoidalen Zellmembranen diffundieren
und tiberdies hinreichend lipid- und was-
serloslich sein miissen. Einige Arzneistol-
fe (z.B. bestimmte Antibiotika) werden
iiber spezifische Carrier-Systeme (Weg 4)
transportiert, teilweise sogar aktiv, d.h.
unter Verbrauch von ATP. Mit dem Ver-
fligbarwerden geeigneter zell- und mole-
kularbiologischer Untersuchungsmetho-
den werden derzeit mehr und mehr rele-
vante Carrier-Systeme entdeckt und cha-
rakterisiert. Es ist jedoch festzuhalten, dass
wahrscheinlich keines dieser Transporter-
systeme fiir die Absorption grofler Mole-
kiile, wie z.B. biopharmazeutische Arznei-
stoffe, geeignet ist.

Neben ihrer Wirkung als physikalische
Diffusionsbarriere wirken epitheliale Zell-
verbinde aber auch als eine biochemische
bzw. metabolische Barriere. Wihrend man
Probleme bei der oralen Bioverfiigbarkeit
frither hiiufig mit einer raschen Metaboli-

len Efflux-Systemen zu. Als metabolische
Enzyme sind die P450 Monoxygenasen
der Leber schon seit langem bekannt.
Neuere Untersuchungen geben jedoch
deutliche Hinweise darauf, dass solche En-
zymaklivititen schon in der Darmmucosa
zu einer entsprechenden Metabolisierung
von Arzneistoffen fiihrt. Im Darmepithel
ist vor allem das zur P450-Klasse gehd-
rende Enzym CYP 3A4 von Bedeutung.
Apikale Efflux-Systeme hingegen trans-
portieren Arzneistoffe gezielt aus der Zel-
le hinaus. Bekannt ist dieses Phanomen
schon seit lingerem als multi drug resi-
stance (MDR)-Phidnomen von Tumorzel-
len, welches deren Behandlung mit Zyto-
statika erheblich erschwert. Ist ein solches
Transportersystem auf der apikalen Seite
von polarisierten Epithelzellen lokalisiert,
so bewirkt dies einen gerichteten Trans-
port der betreffenden Substrate in sekre-
torischer Richtung, also von der basola-
teralen zur apikalen Seite. Sofern ein Arz-
neistoff ein Substrat fiir ein derartiges Ef-
flux-System ist, wird demzufolge der
Transport in absorptiver Richtung (also
von apikal nach basolateral) entsprechend
gehemmt, und es kommt zu einer stark
verminderten bzw. variablen Bioverfiig-
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barkeit. Von den verschiedenen Efflux-
Systemen kommt vor allem dem sog. P-
Glykoprotein eine besondere Bedeutung
als Absorptionsbarriere zu. Neben der be-
kannten Problematik bei der Chemothe-
rapie von Tumoren und seiner inzwischen
erkannten Bedeutung als biochemische
Absorptionsbarriere an der Darmschleim-
haut scheint dieses Efflux-System auch
fiir den hiufig problematischen Transport
von Arzneistoffen in das zentrale Nerven-
system iiber das Kapillarendothel der
Blut-Hirn-Schranke verantwortlich zu
sein.

3 In vitro Testsysteme auf der Basis
(menschlicher) Epithelzellen

Um die im Zusammenhang mit der Ent-
wicklung von Arzneimitteln bedeutsamen
Transportprozesse an epithelialen Gewe-
ben unter kontrollierten Bedingungen zu
untersuchen, stehen seit etwa 10 Jahren
einige, inzwischen recht gut charakteri-
sierte Testsysteme auf der Basis von Zell-
kulturen zur Verfiigung. Aus naheliegen-
den Griinden werden dabei humane Zel-
len des betreffenden Organs bevorzugt,
aber auch an Epithelzellen von anderen

apical compartment

cell monolayer

basolateral compartment

N

membrane

Abb. 2: Schematische Darstellung einer Versuchsanordnung zur Ziichtung und Durch-
fiihrung von Transportversuchen an kiinstlichen Epithelien. Typischerweise sind me-
here solcher Systeme in den Kavitédten handelsiiblicher Mikrotiterplatten angeordnet.

Abb. 3: Caco-2 Zellen in verschiedenen Wachstumsstadien; A: einzelne, noch rundli-
che Zellen frisch nach der Aussaat, B: Beginnende Teilung und Adhésion auf dem Sub-
strat (ca. 3 Tage alt), C: semi-konfluentes Stadium (ca. 7 Tage nach der Aussaat), D:

konfluenter Monolayer (ca. 10 Tage nach der Aussaat).
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Spezies oder Organen konnen niitzliche
Daten gewonnen werden. Unterschieden
werden muf} ferner, ob es sich bei dem
jeweiligen Zellkultursystem um primére
Zellen oder um eine Zelllinie handelt. Pri-
mire Zellen haben den Vorteil, daf} sie die
typischen Eigenschaften normaler Zellen
oft besser reprisentieren, miissen aber aus
Biopsiematerial frisch gewonnen werden
und lassen sich nur wenige Male oder gar
nicht passagieren. Demgegeniiber habe
Zelllinien den Vorteil, daf sie aufgrund
ihrer Unsterblichkeit praktisch unbegrenzt
vermehrt und somit auch bevorratet wer-
den konnen. Dem steht allerdings der
Nachteil gegeniiber, daf} durch die Immor-
talisierung bzw. wegen des Tumorcharak-
ters oft eine mehr oder weniger starke
Entdifferenzierung gegeniiber normalen
Zellen in Kauf genommen werden mub.

Um Transportuntersuchungen von Arz-
neistoffen mit relativ kleinen Substanz-
mengen bzw. mit adequatem Proben-
durchsatz durchfiihren zu konnen, sind im
Handel verschiedene Systeme erhiltlich.
Ausgangspunkt bildet dabei immer eine
Filtermembran, die an einem passend ge-
formten Einsatz (engl. ,.insert”) befestigt
ist, welcher wiederum in die Vertiefun-
gen (,,wells”) von normierten Mikrotiter-
platten passt (Abb.2). Auswahlmoglich-
keiten, die es sich bei der Etablierung ei-
nes bestimmten in vitro Modells zu ver-
gleichen lohnt, bestehen hinsichtlich des
Materials, der GroBe und moglicher Ober-
flichenbehandlungen bzw. Beschichtun-
gen der Filter.

3.1 Die Caco-2 Zelllinie zur Untersu-
chung der Absorption von Arzneistof-
fen iiber den Diitnndarm

Das fiir pharmazeutische Permeabilitits-
untersuchungen wohl am weitesten ver-
breitete und bekannteste epitheliale Zell-
kultursystem diirfte derzeit die Caco-2
Zelllinie sein. Hierbei handelt es sich um
eine Zelllinie, die in den 70er Jahren
durch den dénischen Arzt Fogh von ei-
nem Colon Carcinom (Name!) eines 76
Jahre alten Patienten isoliert und charak-
terisiert wurde (Fogh et al., 1977). Im Un-
terschied zu vielen anderen Darmtumor-
Zelllinien hat Caco-2 trotz ihrer Immor-
talitiit die Fihigkeit bewahrt, auf festen
Substraten anzuwachsen und dabei einen
konfluenten Zellverband zu bilden, wel-
cher groBe morphologische und physio-
logische Ahnlicheit zum normalen Diinn-
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darmepithel des Menschen aufweist.
Wichtige Merkmale sind dabei insbeson-
dere die Ausbildung funktionsfihiger
tight junctions, sowie die Expression cha-
rakteristischer Enzyme und Transporter-
systeme (z.B. P-Glykoprotein, Cyto-
chrom P450 3A4, Vit.B12 Transporter
u.a.). Die grundsitzliche Eignung der
Caco-2 Zelllinie als in vitro Modell zur
Untersuchung des Transports von Arznei-
stoffen wurde Ende der 80er Jahre publi-
ziert (Hidalgo et al., 1989). Die in der
folgenden Zeit von vielen Arbeitsgruppen
gefundene gute Korrelation zwischen an
solchen Zellmonolayern gewonnen Per-
meabilititsdaten und der oralen Absorp-
tionsquote von Arzneistoffen fiihrte dazu,
daf das Caco-2 Modell in viele Labors
der pharmazeutischen Industrie Eingang
fand. Wie eingangs erwihnt, hat inzwi-
schen sogar die amerikanische Zulas-
sungsbehdrde FDA eine sog. Guideline
publiziert, in der im Zusammenhang mit
dem sog. ..Biopharmaceutics Classifica-
tion System (BCS)* die Bestimmung der
intestinalen Permeabilitit anhand von
validierten Zellkultursystemen vorgese-
hen ist (Hussain, 1999). Auf der Grund-
lage solcher in vitro Daten ist in bestimm-
ten Fillen ein Verzicht auf Bioverfiigbar-
keits/Biodquivalenz (BA/BE)-Studien
moglich (,,Biowaiver). Demnach diirften
in Zukunft Permeabilititsstudien an epi-
thelialen Zellmonolayern nicht nur fiir das
frithe Screening neuer Arzneistoffkandi-
daten, sondern auch im Rahmen der Zu-
lassung von Arzneimitteln erheblich an
Bedeutung gewinnen.

In Abbildung 3 ist der Wachstums- und
Differenzierungsprozess von Caco-2 Zel-
len im Abstand von mehreren Tagen dar-
gestellt. Man erkennt, wie sich die nach
der Trypsinisierung zuniichst rundliche
Zellen am Boden des Substrats anheften
und spreiten, sich dabei weiter teilen und
schlieBlich — nach normalerweise ca. 10-
12 Tagen — einen konfluenten Monolayer
bilden, in dem sich keine ,,Lécher” mehr
befinden.

Das in Abbildung 4 gezeigte mikroko-
pische Querschnittsbild eines ausdifferen-
zierten Caco-2 Monolayers zeigt, dall die
Zellen inzwischen eine typische sdulen-
artige Form angenommen haben und ei-
nen einschichtigen, dichten Zellverband
bilden. An der Apikalseite der Zellen ist
der Biirstensaum der Mikrovilli erkenn-
bar. Die groBe Ahnlichkeit zu den Ver-
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hiltnissen in vivo wird durch die rechte
Abbildung verdeutlicht, welche einen
Querschnitt in dhnlicher Vergriferung
vom Diinndarm des Schweines zeigt.
Gleichzeitig erinnert dieses Bild auch an
einen wichtigen Unterschied zwischen
einer kiinstlichen ,,Caco-2 Schleimhaut™
und dem ,.echten” Darmepithel: Da es
sich bei den Caco-2 Zellen um eine Mo-
nokultur einer einzigen Zelllinie handelt,
fehlen die Schleim-produzierenden Be-
cherzellen. Mégliche Wechselwirkungen
von Arzneistoffen oder pharmazeutischen
Carrier-Systemen mit dem Mucus, dem
in bestimmten Fillen durchaus auch die
Rolle einer weiteren biologischen Barrie-
re zukommen kann, bleiben im Caco-2
Modell also unberiicksichtigt.

A

e

GrolBe derartiger Molekiile — , dal} die
Lunge nicht selbst Ziel der Behandlung
ist, sondern lediglich als Zugangsweg
genutzt wird, um Arzneistoffe dem gan-
zen Organismus (systemisch) zur Verfii-
gung zu stellen. Wie weit dieser Weg von
Patienten und Arzten akzeptiert wird,
kann nur die Zukunft zeigen. Es ist aber
klar, daB in diesem Zusammenhang un-
ser Wissen um die Transportvorginge an
den biologischen Barrieren der Lunge
(,,Blut-Luft-Schranke®) ebenfalls immer
wichtiger wird. Die Schleimhaut der Lun-
ge zeichnet sich zunéchst durch eine sehr
grofe Oberfliche von etwa 140 m® aus
und wird, ausgehend von der Luftréhre
iiber die Bronchien und Bronchiolen, im-
mer diinner, bis ihre Dicke schlieBlich im

Abb. 4: Mikroskopischer Querschnitt durch einen konfluenten Caco-2 Monolayer, an-
geziichtet auf einer permeablen Filtermembran (links) sowie durch die normale Dinn-
darmmucosa des Schweines (rechts); weitere Erklarungen im Text.

3.2 Humane alveolare Epithelzellen
zur Untersuchung der pulmonalen
Absorption von Arzneistoffen

Obwohl die orale Applikation eines Arz-
neimittels bei weitem bevorzugt wird, ist
diese fiir makromolekulare Arzneistoffes
biotechnologischen Ursprungs (Peptide,
Proteine etc.) bis jetzt im allgemeinen
nicht moglich. Um dem Patienten trotz-
dem die unangenehme Injektion zu erspa-
ren, sucht man nach Alternativen. Hier-
bei hat sich vor allem die inhalative Ap-
plikation von Protein-Arzneistoffen, wie
z.B. insbesondere Insulin, als sehr viel-
versprechend erwiesen. Mehrere Pripa-
rate dieser Art befinden sich derzeit in
fortgeschrittenen Phasen der klinischen
Priifung, und ihre Zulassung bzw. Markt-
einfiihrung diirfte in Kiirze erfolgen.

Die Inhalation von Arzneistoffen ist im
Zusammenhang mit Atemwegserkran-
kungen, wie z.B. Asthma, schon seit lan-
gem iiblich. Das Ungewdhnliche an der
inhalativen Applikation von Insulin und
anderen Peptidhormonen ist — abgesehen
von der anderen chemischen Struktur und

Bereich der Alveolen weniger als 1 um
betrigt. Durch diese hauchdiinne Barrie-
re erfolgt der rasche Austausch der Atem-
gase. Vermutlich werden Proteine eben-
falls im Bereich des Alveolarepithels ab-
sorbiert. Die dazu beitragenden speziel-
len Transportvorgéinge (z.B. iiber sog.
Caveolae®) sind allerdings noch weitge-
hend unerforscht.

Abbildung 5 zeigt schematisch die un-
terschiedlichen GroBen- bzw. Dickenver-
héltnisse der sdulenartigen Epithelzellen
des Diinndarms oder der Atemwege (links)
und den hauchdiinnen Plattenepithelzellen
der Alveolarschleimhaut (rechts). Abbil-
dung 6 zeigt das Epithel eines einzelnen
Lungenblischens, wie dieses im aufge-
klappten Zustand erscheinen wiirde. Den
grobten Teil der Oberfliche machen dabei
die groBflichigen, diinnen Typ-1 Zellen
aus, zwischen denen sich die kleineren und
mehr rundlich geformten Typ-2 Zellen be-
finden. Letztere machen zwar nur einen
kleinen Teil der Schleimhaut-Oberfliche
aus, sie sind aber dafiir zahlreicher als die
Typ-1 Zellen. Da vermutlich die Typ-1

ALTEX 18, 1/01
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Zellen fiir die Transportvorgiinge am Al-
veolarepithel besonders wichtig sind, ist
man vor allem daran interessiert, diese ggf.
in vitro als Monolayer zu ziichten.

Dassich die filigranen Typ-1 Zellen aber
kaum unzerstort isolieren lassen, muf man
dazu einen Umweg beschreiten. Ausge-
hend von humanem Biopsiematerial wer-
den zuniichst daraus die Typ-2 Zellen iso-
liert und ausgesit. Unter geeigneten Kul-
turbedingungen nehmen diese jedoch Typ-
I-dhnliche Eigenschaften an, d.h. sie
verdndern ihre Form und entwickeln
dichte Zell-Zell-Verbindungen (,,tight
junctions*) (Abb. 7).

Abb. 5: Relative GréBenverhéltnisse des
Séulenepithels von Luftiwegen, Nase und
Gastrointestinaltrakt (links) und dem Plat-
tenepithels alveolarer Typ-1 Zellen
(rechts) (nach (Patton J.S. and Platz R.M.,
1992)).

Type Il calls

Abb. 6: Wiirde man ein einzelnes Lungen-
bléschen flach ausbreiten, so kénnte sei-
ne innere Oberflache so aussehen. Ein
durchschnittliches menschliches Lungen-
bléschen hat eine Oberflache von 206 900
pUm? und ist von 40 Typ-1 und 67 Typ-2 Zel-
len bedeckt. (nach (Patton J.S., 1996)).

Die Ausbildung eines kontinuierlichen
tight-junction-Giirtels bewirkt einen ho-
hen transepithelialen Widerstand und ist
fiir die Ausbildung der biologischen Bar-
rierefunktion sehr wichtig. Wie erste Un-
tersuchungen zeigen, ist es mit Hilfe ei-
ner solchen Primérkultur von humanen
alveolaren Epithelzell-Monolayern mog-
lich, bestimmte Markermolekiile hinsicht-
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Abb. 7: Humaner alveolarer Zellmonolay-
er in Primérkultur. Die urspriinglich iso-
lierten Typ-2 Zellen haben zum gréBten Teil
eine groBflachige und flache Form ange-
nommen, welche den Typ-1 Zellen ent-
spricht. Wichtig ist auBerdem der konti-
nuierliche tight-junction Gurtel zwischen
den Zellen, welcher hier durch einen spe-
zifischen Antikérper gefédrbt und als helle
Linie erkennbar ist (aus (Elbert et al.
1999)).

lich ihrer Transporteigenschaften zu un-
terscheiden und zu charakterisieren. Zu-
vor in der Literatur beschriebene alveo-
lare Zelllinien erwiesen sich dazu als nicht
geeignet. Somit ist der erste Schritt fiir
die Entwicklung eines neuen in vitro
Modells getan, welches zur Untersuchung
der Transportmechanismen von Arznei-
stoffen an der Blut-Luft-Schranke, sowie
zur Vorhersage der systemischen Absorp-
tion inhalativ applizierter Arzneistoffe
dienen kann. Wie auch im Falle der fiir
die Darmschleimhaut bereits linger eta-
blierten Zellkulurmodelle, liessen sich
dadurch bei der Entwicklung und Zulas-
sung neuer inhalativer Arzneimittel, de-
ren Bedeutung in Zukunft vermutlich
stark zunehmen wird, Tierversuche und
klinische Priifungen am Menschen ver-
meiden bzw. reduzieren. Als nichster
Schritt in diese Richtung ist es einerseits
erforderlich, das vorhandene Primérkul-
tur-Modell weiter zu charakterisieren und
zu standardisieren. Um langfristig die
Durchsatz-Kapazitit zum Screenen einer
grofBeren Zahl an neuen Arzneistoff-Kan-
didaten erzielen zu kénnen, wire es wiin-
schenswert, diese Zellen zu immortalisie-
ren. Dadurch kénnte man zu einer neuen
humanen Zelllinie gelangen, welche die
wichtigen Transport- und Barriereeigen-
schaften der Blut-Luft-Schranke stabil
exprimiert.
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