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1 Einleitung und Zielstellung
1.1 Einleitung
1.1.1 Die Cephalosporine

Fleming entdeckte 1928, dal3 Kolonien von Penicillum notatum das Wachstum von Bakterien
hemmen koénnen. Penicillin, das diese Wachstumshemmung verursachte, konnte 1940 von
Chain und Florey charakterisiert und in gréf3eren Mengen aus Penicillum notatum isoliert wer-
den. In der Folgezeit setzte eine intensive Suche nach weiteren Mikroorganismen ein, die in der
Lage sind, wirksame antimikrobielle Substanzen zu produzié@sj.[

Brotzu isolierte 1945 aus den Gewassern der Kuste Sardiniens Cephalosporinium acremonium,
mit dessen Extrakten erfolgreich Staphylokokken- und Streptokokkeninfektionen, Brucellosen
und Typhus behandelt werden konnten. Der Extrakt enthalt Cephalosporin N (ein Penicillinderi-
vat), die Cephalosporine, Bis B (antibakteriell wirksame Steroide) und Cephalosporin C, das
nur eine relativ geringe antibiotische Aktivitat aufweist. 1962 entwickelten Morin et al. [1] ein
Verfahren, 7-Aminocephalosporansaure (sikbb. 1) aus Cephalosporin C herzustellen.
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Abb. 1: Chemische Struktur von Cephalosporin C mit den Komponenten (A) [
Aminoadipinsaure und (B) 7-Aminocephalosporansaure

Damit stand ein neuer Antibiotikagrundkdrper zur Verfigung, der durch Variation der Seiten-
ketten in Position C3 und C7 zu den im Vergleich zu Cephalosporin C antibakteriell wirksame-
ren Cephalosporinen fiihrte [198]. Die Cephalosporine enthalten wie die Penicilline, die Mono-
bactame und die Carbapeneme eifdractamring und werden deshalb gemeinsam mit diesen
zur Klasse dep-Lactamantibiotika zusammengefal3t [136].

B-Lactamantibiotika wirken auf proliferierende Bakterien bakterizid. |hre Angriffsorte sind
Peptidoglykansynthetasen (Mureinsynthetasen), die verschiedene konstruktive Funktionen beim
Aufbau der Bakterienzellwand haben [136,158]. Die hauptséachliche Aufgabe der Mureinsyn-
thetasen besteht in der Transpeptidierung: Sie katalysieren die Quervernetzung der Glycan-
strange mit kurzen Peptidbriicken, um somit das Mureingerust aufzubauen und zu stabilisieren.
Das einem Substrat der Mureinsynthetasen (Acyl-D-Alanyl-D-Alanin) strukturverwghdte
Lactamgerust [198] blockiert durch Acylierung die Mureinsynthetasen. Da Peptidoglykansyn-
thetasen im menschlichen Organismus nicht vorhanden sindfdiadtamantibiotika relativ

gut vertraglich [136].

Trotz des gleichen Wirkmechanismus existieren deutliche Unterschiede zwisch@n_den
tamantibiotika hinsichtlich ihrer antibakteriellen Aktivitat und ihrer Wirkungsspektren. Die
verminderte Empfindlichkeit einiger Bakterien gegentber Antibiotika wird als Resistenz be-
zeichnet. Resistenz kann natlrlich bestehen, das heil3t, alle Stamme einer Spezies sind unen
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pfindlich gegentber einzelnen Wirkstoffen, oder sie kann auf verschiedenen Wegen erworben

werden [136]:

(1) Spontane Mutationen innerhalb des Bakteriengenoms, die Antibiotikaresistenzen hervorru-
fen, fihren zum Selektionsvorteil unter einer Antibiotikatherapie.

(2) Eine wesentlich schnellere Ausbreitung der Resistenz unter Selektionsdruck gelingt durch
die Ubertragung von extrachromosomalem Erbmaterial, das eine Antibiotikaresistenz ko-
diert, unabhangig von der Zellteilung. Diese Weitergabe erfolgt auf verschiedene Weise. Bei
der Transformation nehmen Bakterien DNA-Bruchstiicke aus der Umgebung auf. Bei der
Transduktion Uberbringen Bakteriophagen die Resistenzinformation. Gramnegative Bakte-
rien kénnen Genmaterial durch Konjugationen mittels Ausbildung einer Plasmabricke
(Sexpilus) innerhalb der Spezies und zwischen verschiedenen Spezies austauschen [151].

Resistenz von Bakterien gegenulfietactamantibiotika ergibt sich (1.) aus dem Bakterien-

wandaufbau. Die Mureinsynthetasen befinden sich auf der Oberflache der Zytoplasmamembran

und werden nicht von allerLactamantibiotika erreicht. Bei grampositiven Bakterien muld das

Antibiotikum die Schleimkapsel und die relativ dicke Mureinschicht durchwandern und bei

gramnegativen Bakterien zusatzlich die aul3ere Membran und den periplasmatischen Raum.

(2.) Gramnegative Stabchen-Bakterien kdnnen die Zellwandpermeabilitdt noch zusatzlich redu-

zieren. (3.) Verschiedene Bakterienspezies sind in der Lage, die Mureinsynthetasen und damit

den eigentlichen Angriffspunkt d@rLactamantibiotika zu verandern. (4.) Haufiger kbnnen die

Bakterien 3-Lactamasen synthetisieren, die den ungeschutiieactamring aufspalten und

somit zum Wirksamkeitverlust der betroffenprlLactamantibiotika fuhren. Es gibt etwa 100

verschieden@-Lactamasen.

Die Permeationsfahigkeit, die Wirkortaffinitdt und did.actamase-Stabilitdt stellen somit die

wichtigen Wirksamkeitsfaktoren d@rLactamantibiotika dar [136]. In Folge der Resistenzent-

stehung und -verbreitung bei Bakterien ist eine standige Weiterentwicklung der Antibiotika er-

forderlich [158].

Die in vitro gefundene Wirksamkeit eines Antibiotikums fuhrt nur dann zum therapeutischen

Erfolg, wenn die Antibiotikakonzentration am Infektionsort Gber der minimalen Hemmkonzen-

tration bzw. tGber der minimalen bakteriziden Konzentration liegt, ohne in fir den Patienten to-

xischer Dosierung angewendet werden zu mussen.

Da der Applikationsort der Antibiotika nur in seltenen Féallen dem Wirkort entspricht, ergibt

sich die Konzentration am Wirkort, das heif3t, im infizierten Gewebe, aus dem Zusammenspiel

von Resorption, Verteilung und Elimination des Antibiotikums][4Babei missen die Anti-
biotika biologische Barrieren in Form von Zellverbanden permeieren. Dieses ist prinzipiell auf
parazellularem oder auf transzellularem Weg mdglich.

1.1.2 Madglichkeiten der Permeation durch biologische Membranen
Passive Diffusion

Bei der passiven Diffusion erfolgt der Stofftransport entlang eines Konzentrationsgefélles ohne
Energieaufwand. Die pro Zeiteinheit diffundierte Stoffmenge ist nach dem 1. Fick’schen Diffu-
sionsgesetz proportional zur Konzentrationsdifferenz, zur wirksamen Membranoberflache und
umgekehrt proportional zur Membrandicke. AulRerdem hangt die Diffusionsgeschwindigkeit
vom Verteilungskoeffizienten zwischen dem Membranmaterial und der umgebenden Flussigkeit
ab. Daraus folgt, daf? die lipophilen Anteile der Membranen fur hydrophile Substanzen nahezu
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undurchldssig sind. Die Diffusion durch die wél3rige Phase der durch Membranproteine gebil-
deten Poren und Kanéle wird vor allem von der Molekulgro3e der permeierenden Teilchen ein-
geschrankt (<180 Da) [46].

Bei ionisierbaren Stoffen ist nur der nichtionisierte Anteil zur Passage der Lipidmembran befa-
higt [74]. Ein Mechanismus, mit dem die Passage von ionisiert vorliegenden Substanzen durch
Lipidmembranen erklart werden kann, ist die Bildung von lonenpaaren (siehe 1.1.3.3).

Erleichterte Diffusion

Bei dieser Sonderform der Diffusion wird der Transport durch die Membran durch Transport-
systeme (Carrier) ermdglicht. Membranstandige Transportproteine binden das Substrat reversi-
bel, wodurch eine Konformationsanderung des Carriers hevorgerufen wird, und schleusen das
Substrat durch die Membran. Die Passage verlauft ebenfalls ohne Energieverbrauch entlang de:
Konzentrationsgefalles, jedoch ist sie hemm- und sattigbar [76]. Einen Sonderfall der erleich-
terten Diffusion stellt der lonenpaartransport dar (siehe 1.1.3.3).

Aktiver Transport

Hierbei werden Stoffe gegen den Konzentrationsgradienten transportiert, wofir Energie bereit-
gestellt werden muf3. Beim primar aktiven Transport wird die Energie durch die simultane Hy-
drolyse von ATP aufgebracht. Beim sekundar aktiven Transport ist die treibende Kraft ein elek-
trochemischer Gradient von lonen durch die Plasmamembran. Bei Saugetieren sind die aktiven
Transportprozesse vor allem mit dem™Mgradienten gekoppelt [44]. Der Transport der lonen

in Richtung des Konzentrationsgefalles ist mit einem weiteren Transfer gegen das Konzentra-
tionsgefalle verknupft. Man unterscheidet bei diesem Cotransport Sym- und Antiport, je nach-
dem ob Substrat und lonen gleichgerichtet oder entgegengesetzt transportiert werden [76, 77].
Ist ein weiterer Cotransport zur Translokation notwendig, wird dies als tertiar aktiver Transport
bezeichnet. Die entsprechenden Transportproteine sind sattigbar und weisen eine hohe struk-
turelle Spezifitat fur ihre Liganden auf [46].

Vesikularer Transport

Beim vesikularen Transport binden Substrate an Rezeptoren (rezeptorvermittelte Endozytose)
oder unspezifisch an die Zytoplasmamembran. Unter ATP- Verbrauch kdnnen sich von der
Zellmembran Vesikel abschniren, dabei Partikel (Phagozytose) oder Flissigkeiten (Pinozytose)
umschlieen und in die Zelle schleusen. Umgekehrt kbnnen im Vergleich zur Endozytose bei
der Exozytose intrazellulare Vesikel mit der Plasmamembran verschmelzen und so enthaltene
Moleklle nach auf3en transportieren. Der transzellulare Transport durch Zusammenspiel von
Endo- und Exozytose wird als Transzytose bezeichnet [46].

Potozytose
Bei der Potozytose werden Plasmamembranabschnitte eingesttilpt, die spezielle lonenpumpen,

Rezeptoren bzw. Transportproteine enthalten. Im so entstandenen begrenzten Raum wird ein
Mikroklima ausgebildet, das die Bindung von Substraten an Carrierproteine ermdoglicht [133].



Filtration

Die Filtration ist eine Form des konvektiven Transportes. Das Losungsmittel wandert zusammen
mit den geldsten Stoffen durch Poren, sofern die Molektle nicht zu grof3 sind. Die treibenden
Krafte sind dabei hydrostatische Druck- oder Osmolaritatsdifferenzen von Flussigkeiten [46].

1.1.3 Resorption aus dem Gastrointestinaltrakt
1.1.3.1 Bauliche und funktionelle Grundlagen

Unter Resorption ist die Aufnahme eines Stoffes aus dem Kdrperduf3eren oder von einem lokal
begrenzten Applikationsort im Korperinneren (z.B. intramuskulére Injektion) in die Blut- oder
Lymphbahn zu verstehen. Lediglich bei intraventser, intraarterieller oder intrakardialer Appli-
kation von Substanzen entfallt die Resorption. Die Applikationsart richtet sich nach dem thera-
peutischen Ziel, den physikochemischen und biochemischen Eigenschaften des Wirkstoffes und
dem Zustand des Patienten. Im Allgemeinen, vor allem bei Dauertherapie, wird die orale Appli-
kation angestrebt, da sie die grof3te Akzeptanz der Patienten bei kleinstmdglicher Risikobela-
stung aufweist [127].

Hauptresorptionsort im Gastrointestinaltrakt ist fir Pharmaka der Dinndarm wegen der grof3en
Oberflache, der starken Vaskularisierung und der langen Passagezeit des Speisebreis [46]. Des
halb bleiben Mundhéhle, Magen, Dickdarm und Rektum bei den folgenden Betrachtungen un-
berucksichtigt.

Die potentiellen anatomischen Barrieren (siéli. 2) bei der Arzneistoffresorption sind die
Schleimschicht, die Luminal- und Serosalmembran der Enterozigbhjunctions die Basal-
membranen und die Kapillarwande der Blut- und Lymphgefal3e [190].

Darmlumen

B~ w D

6
7

Kapillarlumen 8

Abb. 2: Schematische Darstellung der intestinalen Resorptionsbarrieren
(1: Schleimschicht; 2: Luminalmembran;t@ht junction 4: Enterozyt; 5: interzellularer
Raum; 6: Serosalmembran; 7: Basalmembranen; 8: fenestriertes Kapillarendothel) [190]

Die Schleimschicht setzt sich aus Wasser, Glykoproteinen (Mucinen), Elektrolyten , Proteinen
und Nucleinsauren zusammen. Sie ist mit der Glykokalyx verbunden, dem Saum der Luminal-
membran, der durch Kohlenhydratreste der Glykoproteine, Glykolipide und Mucopolysaccha-
ride gebildet wird. Schleimschicht und Glykokalyx stellen ein entscheidendes Hindernis fur Ili-

pophile Stoffe dar. Im Schleim herrscht ein saures Mikroklima (pH=6,0) [76, 94095,190].

Die Mucine sind wegen ihrer Sialin- und Schwefelséurereste negativ geladen. Mobile Kationen
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wie z.B. Wasserstoffionen oder ionisierte Basen kénnen sich an diese Ladungen anlagern [41].
Dadurch wird der Kontakt mit der Resorptionsflache erleichtert sowie durch Anreicherung ein
groReres Konzentrationsgefalle aufgebaut, so dal3 die Resorption von beispielsweise quarter-
naren Ammoniumverbindungen erleichtert werden kann [143]. Es wurde aber auch die M6g-
lichkeit beschrieben, dal3 Arzneistoffe an den Schleim so stark gebunden werden, dal ihre Re-
sorption dadurch behindert wird [Ubersicht bei 190].

Die Zellmembranen auf der Luminal- und der Serosalseite, die wie alle Plasmamembranen aus
Lipiden und Proteinen bestehen, bilden die entscheidenden Diffusionsbarrieren fur hydrophile
Substanzen. Die Lipide (Phospholipide, Glykolipide und Cholesterol) bilden dabei die Matrix
der Membranstruktur in Form von Doppelschichten. Die Proteine sind mit den Membranen lose
assoziiert, tauchen in die Membranen ein oder durchdringen diese. Sie sind flr Transportvor-
gange und die Verankerung des Cytoskeletts verantwortlich, oder sie haben als Enzyme kataly-
tische Aufgaben [77]. Die Serosalmembran weist durch einen niedrigeren Gehalt an Glykos-
phingolipiden eine hdhere Fluiditat auf, so dal3 die Barrierefunktion deutlich geringer als die der
Luminalmembran ausfallt [193].

Die tight junctions(zonulae occludentgsind Kontaktregionen auf der luminalen Seite zwi-
schen den Enterozyten. Durch sie kbnnen Substanzen mit einem Molekildurchmesser bis zu
0,8 nm, das heif3t, spharisch geformte Molekule bis zu einem Molekulargewicht von 150 g/mol
und kettenférmige Molektle bis 400 g/mol [74] diffundieren, sie sind jedoch weniger bis un-
durchlassig fur makromolekulare Stoffe [41].

Die Basalmembranen der Dunndarmepithelzellen bzw. der Kapillarendothelien bestehen aus
Glykoproteinen und Proteoglykanen [46], das Ausmald der Resorptionslimitierung wurde bisher
nicht genauer charakterisiert.

Die Blut- und Lymphkapillaren sind fenestriert [46], so dal3 die Kapillarwande nur fir makro-
molekulare Stoffe ein nennenswertes Hindernis darstellen. Es wurde beschrieben, dal3 sehr hy-
drophile Substanzen langsamer als lipophile die Kapillarwé&nde passieren [190].

Mit dem Speichel, aus den Magenwandzellen, aus dem Pankreas bzw. mit der Galle sezernierte
oder im Burstensaum der Enterozyten lokalisierte Verdauungsenzyme begunstigen normaler-
weise die Resorption durch Umwandlung makromolekularer N&hrstoffe in niedermolekulare.
Gallensauren konnen durch lonenpaarbildung mit ionisiert vorliegenden Substanzen oder durch
micellaren Einschluf3 lipophiler Stoffe die passive Diffusion dieser Nahrungsbestandteile ver-
bessern. Werden jedoch Arzneistoffe durch Enzyme abgebaut oder durch Aggregation mit Gal-
lensduren an der Resorption gehindert, stellen die physiologischen Resorptionsverbesserer eine
biochemische ,Resorptionsbarriere” dar [76].

In den Darm sezernierte Immunglobuline (vor allem Immunglobulin A) kénnen die Resorption
von Arzneistoffen mit Antigencharakter ebenfalls verhindern (immunologische ,Resorptions-
barriere) [46, 76]

1.1.3.2 Resorption der Cephalosporine aus dem Dinndarm

Die meistenf-Lactamantibiotika werden nur in sehr geringen Mengen aus dem Gastrointe-
stinaltrakt resorbiert und missen deshalb intramuskulédr oder intraventds appliziert werden.
Grunde dafir sind vor allem die ausgepragte Hydrophilie und die lonisation bei physiologischen
pH-Werten. Frihere Versuche, durch Einfihrung einer lipophilen Seitenkette an C7 bei den
ersten parenteralen Cephalosporinen Cephalotin und Cephradin oral wirksame Cephalosporine
zu erhalten, schlugen fehl [1].
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Die heute im Handel befindlichen oral anwendbaren Cephalosporine lassen sich in drei Gruppen
untergliedern: (a) Cefuroximaxetil-Typ, (b) Cephalexin-Typ und (c) Cefixim-Typ.

Die Gruppe des Cefuroximaxetil-Typs besteht aus den Ester- Prodrugs. Durch Veresterung der
Carboxylgruppe an C4 parenteraler Cephalosporine (#ibbe 1) wird die Lipophilie soweit

erhoht, dafd dadurch die Resorption zu 40-60 % mdglich ist [78]. Cephalosporine vom Cephale-
xin- Typ haben an der C7-Aminogruppe des CephalosporingrundgeriistesAlsiels einen
aromatisch substituierten Glycinrest peptidartig gebunden und werden deshalb aucluzu den
Amino-Cephalosporinen zusammengefal3t. Cephalosporine vom Cefixim-Typ sind von den
Aminothiazol-Cephalosporinen abgeleitet und dadurch charakterisiert, daf? in der 7-Amino-Sei-
tenkette (siehdbb. 1) eine zweite saure Komponente enthalten ist, entweder eine zweite Car-
boxylgruppe oder eine freie Oximgruppe.

Die Cephalosporine vom Cephalexin- und Cefixim- Typ werden trotz geringer Lipophilie aus
dem Gastrointestinaltrakt sehr effizient resorbiert [81, 185]. Es konnte gezeigt werden, dald die
hydrophilen oral applizierbaren Cephalosporine Substrate des physiologischen Transportsy-
stems der Di- und Tripeptide sind [71, 122, 162, 168, 187].

Die a-Amino-Cephalosporine sind, wie Abb. 3 dargestellt, Strukturanaloga von Tripeptiden

[83].

NH»> NH»>
RIJ R1||..
>:O — O
HN HN
G
N~ NH_ _Rs
o Y R oY
COOH COOH
o-Amino-Cephalosporin Tripeptid

Abb. 3: Struktureller Vergleich von a-Amino-Cephalosporin und Tripeptid [181]

Zum besseren Verstandnis der physiologischen Bedeutung des intestinalen Peptidtransporters
PEPT1 wird im Folgenden kurz die Proteinverdauung und -resorption erlautertAbiehé).

Die mit der Nahrung aufgenommenen Proteine werden von Enzymen aus dem Magen und dem
Pankreas hauptséachlich zu Oligopeptiden hydrolysiert. Die Oligopeptide werden weiter zu Di-
und Tripeptiden und freien Aminosduren durch membrangebundene Peptidasen der Luminal-
membran der Enterozyten abgebaut. Etwa 80% der Nahrungsproteine [55] werden in Form von
Di- und Tripeptiden in die Enterozyten aufgenommen. Die weitere Spaltung findet erst in den
Enterozyten statt, da Di- und Tripeptidasen zum grof3en Teil in den Enterozyten lokalisiert sind
[80]. Fur die Aminosauren stehen verschiedene gruppenspezifische aktive Transportsysteme zur
Verfigung. Hauptséchlich gelangen intakte Di- und Tripeptide (Tetra- oder Pentapeptide wer-
den nicht akzeptiert) mittels 'WPeptid-Symporter (PEPT 1) aus dem Lumen in die Zellen, wo

sie zum grol3en Teil durch zytosolische Peptidasen zu freien Aminosduren hydrolisiert werden.
Die Hauptresorptionsprodukte der Nahrungsproteine sind freie Aminosauren, da nur hydrolyse-
bestandige Di-und Tripeptide die Enterozyten intakt verlassen [55, 190]. Passive Diffusion kann
auf Grund der grof3en Hydrophilie der Di- und Tripeptide ausgeschlossen werden [181]. Es wird
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auch in der Serosalmembran ein Transportsystem vermutet [37, 100, 175]. Immunlokalisations-
studien haben gezeigt, dal’ es sich nicht um das gleiche Transportprotein wie auf der Luminal-
seite handelt [139].

Proteine

Aminosiuren GroBe Peptide Di-und Tripeptide

luminal

'\/\/\P = wv‘

Aminoséiuren@ Di-und Tripeptidg

B 7

serosal

Abb.4: Verdauung und Resorption von Proteinen im Dinndarm

(1: Peptidasen im Lumen; 2: Peptidasen in der Luminalmembran; 3: Aminosaure-Trans-
porter in der Luminalmembran; 4: Peptidtransporter in der Luminalmembran;
5: Peptidasen im Cytosol; 6: Aminosaure-Transporter in der Serosalmembran;
7: Peptidtransporter in der Serosalmembran)

Der intestinale Peptidtransporter PEPT1 ist ein tertiar aktives TransportsystemAlsieHs).
Stoffwechselenergie in Form von ATP wird nicht direkt benotigt. Durch digkNaATPase in

der Serosalmembran werden der zellauswarts gerichte@radient und der zelleinwarts ge-
richtete N&-Gradient aufrechterhalten. Die Konzentrationsdifferenz voh 2Maschen Zellau-
Rerem und -innerem wird vom NBEI*- Austauscher ausgenutzt, der in der Luminalmembran
lokalisiert ist [176]. Dadurch wird ein HGradient aufgebaut, der vor allem fir das saure Mi-
kroklima im Burstensaum verantwortlich ist. Gleichgerichtet mit dem Membranpotential wirkt
der H'-Gradient als treibende Kraft fiir den Peptidtransport. Uber das Transportsystem PEPT1,
das sich in der Luminalmembran befindet, werden Peptide mit Protonen symportiert [54, 55,
177, 181]. Die entscheidenden Schritte des Transportvorgangs sind die Bindung bzw. die Disso-
ziation des H am/vom Carrier und die damit verbundenen Konformationsanderungen [96]. Fei
et al. [44] kalkulierten ein Flux-Verhaltnis von 1:1 fir Peptide’: Bler H/Peptid-Symporter
PEPT1 stellt wie auch der zusatzlich in der Niere gefundene PEPT2 [91] die Verbindung zwi-
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schen den prokariotischen’¥gekoppelten und den eukaryotischeri4yakoppelten Transport-
systemen her [44].

serosal ( Enterozyt luminal
+ |- +  Treibende Kraft
. Na
ol - H* ATP
+ -
17~ ATP
11 2 K ApK ApNa
3 Na'
ADP+P
Peptid
"
.

Abb. 5: Peptidtransport (3) in der intestinalen Luminalmembran und sein Verhalt-

nis zum N&-H"-Austauscher (2) und der N&¥K *-ATPase (1)

ApK, ApNa undApH symbolisieren die transmembranaren chemischen Gradienten fir
K*, Na und H undAy das Membranpotential [nach 55].

Der humane PEPTL1 ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 78,81 kDa. Er setzt sich
aus 708 Aminosauren zusammen und weist 12 membrandurchspannende Regionen auf. Inner
halb der ungewdhnlich langen hydrophilen Schleife zwischen dem 9. und 10. transmembranaren
Bereich, die an sieben Stellen glykosyliert ist, wird das aktive Zentrum vermutet [89]. Histidyl-
reste spielen eine entscheidende Rolle bei der katalytischen Funktion des Peptidtransporters [12
170]. Durch Mutagenese konnte der Histidylrest in Position 57 als essentiell identifiziert werden
[45]. Uber die Konformation des aktiven Zentrums, das heiRt, der Bindungsstelle des Pep-
tidtransportes, ist bisher wenig bekannt. Deren Aufklarung und die Aufklarung des Bindungs-
mechanismus ist von pharmazeutischem Interesse, da nebgnldertamantibiotika ACEgn-
giotensin converting enzypaelemmer, Renin-Hemmer, Bestatin, peptidartige Thrombinhem-
mer, 2e-Methyldopa-L-Phe, Di- und Tripeptid- gebundene Prodrugs und Valacyclovir von
PEPTL1 transportiert werden [3, 9, 52, 60, 66, 155, 180, 181, 197]. Die genaue Kenntnis der
Struktur- Affinitats- Beziehung wirde eine gezielte Arzneistoffentwicklung im Hinblick auf
effektive orale Applikation ermdglichen.

Die neueren oralen Cephalosporine zeichnen sich durch eine efhihttamasestabilitat aus

und sind gegen die gramnegativen Keime der physiologischen Darmflora gut wirksam. Daraus
ergibt sich die Stérung der Darmflora durch den nicht resorbierten Anteil der oral verabreichten
Cephalosporine. Deshalb wird die nahezu vollstandige Resorption der Cephalosporine ange-
strebt. Ester- Prodrugs hingegen weisen keine intestinalen Nebenwirkungen auf, da die
Wirkform im Darmlumen noch nicht freigesetzt wird [161].
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Da nur diea-Amino-Cephalosporine eine fast 100%-ige Bioverfuigbarkeit nach oraler Appli-
kation aufweisen, erklart sich das auch weiterhin grof3e Bestreben, den Resorptionsmechanismus
der Cephalosporine genauer zu charakterisieren und Mdéglichkeiten zu finden, die orale Biover-
fugbarkeit zu verbessern.

1.1.3.3 Erhohung der oralen Bioverfugbarkeit

Hinsichtlich der Resorption auf passivem Weg nach oraler Gabe unterscheidet man drei Pro-
blemgruppen von Pharmaka. Zum einen sind es stark lipophile Stoffe, die nur schlecht im wal3-
rigen Milieu des Darmlumens in Losung gehen und die walrige Schleimschicht auf dem Bur-
stensaum kaum durchdringen kénnen, um zum eigentlichen Resorptionsort, den Enterozyten, zu
gelangen. Zum anderen sind es stark hydrophile Substanzen, deren polare Gruppen bei physio
logischen pH-Bereichen ionisiert vorliegen kdnnen. Dadurch kann die lipophile Plasmamem-
bran der Enterozyten nicht passiv tiberwunden werden, und fir den Weg durch die Poren oder
tight junctionssind die betreffenden Pharmaka meist zu grof3. In der dritten Gruppe sind die
chemisch labilen Arzneistoffe zusammengefal3t, die den Resorptionsort intakt nicht erreichen
kénnen [127].

Prodrugbildung

Nur selten gelingt es, durch Verdnderung der chemischen Struktur des Wirkstoffes ein neues
wirksames und zugleich besser resorbierbares Pharmakon zu erhalten. Eine Mdglichkeit der
Resorptionssteigerung ist die Herstellung eines Prodrug. Ein Prodrug ist selbst biologisch in-
aktiv, unterscheidet sich in seiner chemischen Struktur von der Wirkform und wird im Orga-
nismus enzymatisch oder nichtenzymatisch in die Wirkform umgewandelt. Am haufigsten er-
folgt die Derivatisierung durch Veresterung von Carboxylgruppen oder von alkoholischen bzw.
phenolischen Hydroxylgruppen [8]. Neuere Entwicklungen haben den Weg ert6ffnet, durch
Konjugation der Pharmaka an physiologische Substrate wie Peptide oder Gallensalze deren ak-
tive Transportsysteme zur Resorption zu nutzen [86, 155, 165, 197].

Enhancerwirkung

Mit dem Ziel, die intestinale Mucosa als Barriere fiir passiv schlecht resorbierbare Pharmaka zu
beeintrachtigen, wurde in den letzten Jahren das Potential der Zugabe von einer Reihe von Sub-
stanzen gepruft, um die Permeabilitdt der Mucosa zu verandern. Stoffe mit positiven Effekten
werden zu den Resorptionsverbesserern (Enhancer) zusammengefaldt. Resorptionsverbessernc
Einflisse wurden z.B. flr naturliche und synthetische Tenside, Salicylate, EDTA (Ethylendia-
mintetraessigsaure), Methylxanthine und hyperosmolare Stimuli beschrieben [Ubersicht bei 76,
148, 190]. Resorptionsenhancer durfen die Darmschichten nicht ernsthaft schadigen, so dal3 Re:
sorptionsstudien immer auch die Auswirkungen auf die Mucosa bewerten sollten.
Untersuchungen mit Ratten ergaben, dal3 Salicylate die Mucosapermeabilitdt durch lokale
Membraneffekte erhdhen. Sie weiten die interzellularen Verbindungen und die Poren in der
Epithelzellschicht auf, ohne die Basalmembran oder andere subepitheliale Strukturen zu stéren
[82]. Auch wird angenommen, daR N&alicylat durch Wechselwirkung mit Kopfgruppen der
Phospholipide oder mit den Membranproteinen die Fluiditat der Membran erhoht [154]. Beim
Einsatz anderer nichtsteroidaler Antiphlogistika wurden &hnliche Effekte beobachtet [Ubersicht
bei 190], die jeweils im rektalen Bereich am starksten ausgepragt waren.
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Hyperosmolare Stimuli erhéhen die Aufnahme von wasserloslichen Substanzen, indem sie die
tight junctionsauflockern. Dieser osmotische Effekt ist reversibel [203].

Mit EDTA wird die parazellulare Resorption begunstigt, indem tifgirt junctionsdurch Che-
latbildung C&*-lonen entzogen werden, die fir den Zusammenhalt essentiell sind [121, 179,
190].

Als oberflachenaktive Enhancer werden mit Rucksicht auf die Vertraglichkeit neben den syn-
thetischen Vertretern (anionische, nichtionische und kationische Tenside) und aus Pflanzen ge-
wonnenen Seifen vorrangig physiologisch im Gastrointestinaltrakt vorkommende Amphiphile,
wie Gallensalze und deren Derivate, mittelkettige Fettsduren und mittelkettige Glyceride ange-
wendet. Mit diesen oberflachenaktiven Substanzen konnte gezeigt werden, dal} sie die Resorp-
tion sowohl der stark lipophilen als auch der hydrophilen Pharmaka verbessern kénnen. Dies
kommt durch die Wechselwirkungen mit den Barriereschichten zustande. Auf Grund ihrer ober-
flachenaktiven Eigenschaft kdnnen sie (1.) die Dicke des Schleimes und damit auch der unbe-
wegten Wasserschicht reduzieren [131], (2.) die Permeabilitat des parazellularen Weges erhdher
[75] und (3.) mit den Membranproteinen und -lipiden interagieren, so daf} eine erhbhte Mem-
branfluiditat resultiert [69; 105]. Die Membranpermeabilitat wird entweder durch Einbau der
Enhancer in die Membran oder durch Herauslésen von Membranbausteinen verandert, so daf3 ir
jedem Fall die Membranstruktur gestort wird. Fir Enhancer, die Kohlenwasserstoffketten ent-
halten, wird eine optimale Kettenldnge von 8-12 C-Atomen postuliert als Kompromifd zwischen
zunehmender Enhancerwirkung und abnehmender Wasserloslichkeit bei steigender Kettenlange
[191] bzw. als Ergebnis der glunstigsten Destabilisierung der Membran [47]. Die genannten Ef-
fekte sind auf das monomere Vorliegen der Tenside zurickzufiihren und korrelieren nicht mit
der GroRe des HLB-Wertehydrophilic-lipophilic balancg [190]. Erreicht die Tensidkonzen-
tration in walriger Losung einen bestimmten Wert, die sogenannte kritische Micellbildungskon-
zentration (CMC), assoziieren fast schlagartig etwa 50-160 monomere Molektle zu meist spha-
rischen Gebilden. Die Micellen sind zur Aufnahme verschiedener Stoffe befahigt. Diese Micell-
bildung steigert im Zusammenspiel mit der besseren Benetzung die Auflésungsgeschwindigkeit
schlecht wasserloslicher Substanzen [128].

Zusétzlich zu den genannten Effekten wird fir die Gallensalze, deren Derivate und fur mittel-
kettige Fettsauren vermutet, daR sie durch Komplexbildung mit mucosaiéto@en die in-
terzellularen Verbindungen aufweiten [67].

lonenpaartheorie

Eine andere Mdglichkeit der Verbesserung der Bioverfluigbarkeit ionisiert vorliegender Arznei-
stoffe basiert auf der Theorie der lonenpaarbildung. lonenpaare sind Assoziate entgegengesetzt
geladener lonen, die entstehen, wenn ein kritischer Abstand zwischen den entgegengesetztel
Ladungen unterschritten wird, so dal3 die Coulombsche Anziehung zu einem zeitweiligen Zu-
sammentritt fihrt und die an der Bindung beteiligten Ladungen nach auf3en neutralisiert. Dieses
stark vereinfachte Modell berticksichtigt nicht den Einflu? anderer Faktoren auf die lonenpaar-
bildung, wie Dipol- und Dispersionskrafte, hydrophobe Wechselwirkungen in wéalrigem Milieu,
Einflisse der Solvatation und der Struktur der lonen [90].

Die Bildung eines lipophilen lonenpaares ist eine Gleichgewichtsreaktion, die durch die Asso-
ziationskonstante charakterisiert wird. Diese sollte eine optimale Grof3e haben, denn ist sie zu
Klein, ist die Absorptionsrate unbedeutend klein. Ist sie jedoch zu grof3, ist die freie Menge des
dissoziierten Wirkstoffes im Blut zu klein, um therapeutisch nutzlich zu sein [74].
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Eine Zusammenstellung voin vitro-Untersuchungen des lonenpaartransportmodelles finden

sich bei Neubert [117] und van vivo-Ergebnissen bei Amlacher et al. [4]. Es existieren zwei

Mdoglichkeiten der Membranpassage:

1. Die lonenpaare permeieren die Lipidmembran in &quimolaren Mengen.

2. Das lipophile Gegenion reichert sich in der Membran an und dient dort als Carrier fur das
hydrophile Arzneistoffion. Zur Wahrung der Elektroneutralitat mufd fir jedes lon aus dem
Donator ein gleichgeladenes lon aus dem Akzeptor zurticktransportiert werden [120].

1.2 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die n&dhere Charakterisierung der Resorptionsmaoglichkeiten von
B-Lactamantibiotika nach oraler Applikation. Zu diesem Zweck sollen die Struktur-Affinitats-
Beziehung von 20 Cephalosporinen und 3 Penicillinen zum intestinalen akfilreepkd-Sym-

porter PEPT1 und die daraus resultierende Permeationsfahigkeit dieser Antibiotika in und durch
intestinales Gewebe Uberpriuft werden. Dazu muf3 die humane Coloncarcinomzellinie Caco-2 als
Modell fur die intestinale Resorptionsbarriere in der Arbeitsgruppe Neubert des Instituts fur
Parmazeutische Technologie und Biopharmazie in Halle eingeftihrt werden. Die Differenzierung
und die Funktionsfahigkeit der Caco-2-Zellen sind in zwei verschiedenen Modellsystemen zu
testen, um die Stoffaufnahme in die Zellen und den Stofftransport durch die Zellen zu bestim-
men. Es soll Gberpruft werden, wie Schwermetallionen den PEPT1 beeinflussen und wie sich
der Einflu auf die Permeationsraten von ausgewahlten Cephalosporinen durch die Caco-2-Zel-
len auswirkt.

Im weiteren Teil der Arbeit ist zu untersuchen, ob lonenpaarbildung von ausgewéhiten Cepha-
losporinen mit amphiphilen Gegenionen zur Resorptionsverbesserung fuhrt. Ausgehend von den
Verteilungskoeffizienten im n-Octanol-Puffer-System wird an kinstlichen bzw. biologischen
Membranen Uberprift, inwieweit sich eine Lipophilieanderung durch Wechselwirkung zwischen
Cephalosporinen und Testtensiden auf die Permeation der Testantibiotika in und durch die Mo-
dellmembranen auswirkt und welchen Einflu3 die Micellenbildung der Tenside auf die Diffu-
sion der Cephalosporine ausubt. AbschlielRend soll geklart werden, wie die Ergebnisse der un-
terschiedlichen Modellsysteme miteinander korrelieren, um deren Einsatzfahigkeit und Aussa-
gekraft besser einschatzen zu kénnen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

[Glycyl-1-*C]Glycylsarkosin  (f*C]Gly-Sar) mit einer spezifischen Radioaktivitit von

53 mCi/mmol und D-[1¥*C]Mannitol ([**C]Mannitol) mit einer spezifischen Radioaktivitit von

57 mCi/mmol wurden von Amersham International (Gro3britannien) bezogen. D-[6-3H]Glucose
mit einer spezifischen Aktivitat von 43,4 Ci/mmol wurde von Du Pont de Nemours (Deutsch-
land) gekaulft.

Cefadroxil, Cefamandol, Cephradin, Cefaclor, Cephalotin, Cephalexin, Ampicillin, Cephapirin,
Cefmetazol, Ceftazidim, Benzylpenicillin, Ceftriaxon, Cefaloridin, Cefsulodin, Taurodesoxy-
cholat-Natrium und Desoxycholat-Natrium wurden von Sigma (Deutschland) bezogen. Cefodi-
zim, Cefuroxim, Cefpirom und Cefotaxim wurden von Hoechst (Deutschland) zur Verfligung
gestellt. Cefuroximaxetil wurde von Glaxo- Wellcome (Deutschland) geliefert. Cefepim war
eine Gabe von Bristol- Myers Squibb (Deutschland). Ceftibuten, Cyclacillin und Cefixim waren
Geschenke von Prof. Dr. F.H. Leibach, Medical College of Georgia in Augusta (USA).
N-Cetylpyridiniumbromid wurde von Merck (Deutschland) gekauft. Lauryltrimethylammo-
niumbromid, Cetyltrimethylammoniumbromid, Benzyldimethylcetylammoniumchlorid und
Benzyltriethylammoniumchlorid waren Geschenke von Bode-Chemie (Deutschland).

Der Fliissigszintillator (Ultima Gold' XR® LSC-Coctail) wurde von Packard (USA) gekauft.

Das Glucose-Testset bestehend aus Glucose-Farbreagenz, Glucose-Enzymreagenz und Glucos
Standard (5,56 mmol/l) wurde von Sigma Diagnostics (Deutschland) bezogen.

Das 2N Folin-Ciocalteu’s-Phenol-Reagenz und die Puffersubstanzen (siehe Methoden) sowie
Natriumcarbonat, Natriumhydroxid, Kalium-Natriumtartrat, Eisen(ll)-chlorid, Mangan(ll)-chlo-
rid, Nickelchlorid, Cobaltchlorid, Kupfer(Il)-chlorid und Kupfer(ll)-sulfat waren Produkte von
Sigma (Deutschland).

Zinksulfat, Zinkchlorid, Dodecylalkohol, Ether und Ethanol sowie Acetonitril fur die HPLC
wurden von Merck (Deutschland) bezogen.

Die 4%ige Collodiumlésung DAC 1986 wurde von Caesar & Lorenz GmbH (Deutschland) ge-
kauft.

Die humane Coloncarcinomzellinie Caco-2 wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen Braunschweig (Deutschland) geliefert. Die Zellkulturmedien und -
zusétze (siehe Methoden) wurden von Life Technologies, Inc. (Deutschland) gekauft. Die iso-
lierten Meerschweinchen-Dinndarme (Charles-River-Meerschweinchen) wurden vom Julius-
Bernstein-Institut fir Physiologie, Universitat Halle-Wittenberg zur Verfligung gestelit.
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2.2 Methoden

2.2.1 Experimentelle Methoden

In der Arzneimittelforschung haben in den letzten Jahrzehntem digro-Transportuntersu-
chungen grol3e Bedeutung erlangt, da das Verstandnis der Transportmechanismen hilft, den
Arzneimitteleinsatz zu optimieren und damit die Arzneimittelsicherheit zu erhéhen. Diese Be-
strebungen haben eine Vielfalt von unterschiedlichen Modellsystemen hervorgebracht [Uber-
sichten tber Methoden, Mdéglichkeiten und Mechanismen bei 76; 116; 119].

Um Probleme wie die aufwendige Praparation oderirditro-Lebensfahigkeit bei Modellsy-
stemen mit intestinalem Gewebe (zéerted sacdantestinale Ringe oder isolierte Zellen) zu
umgehen, wurde nach Alternativen gesucht. Die Kultivierung von reifen Epithelzellen war auf
Grund der Differenzierung wenig erfolgreich [65]. In der Zwischenzeit weitverbreitet ist die
Verwendung der humanen Coloncarzinomzellinie Caco-2 als intestinales Modell fir Aufnahme-
und Transportuntersuchungen.

2.2.1.1 Experimente mit der humanen Coloncarzinomzellinie Caco-2

Die humane Coloncarzinomzellinie Caco-2 wurde aus einem primaren Adenocoloncarzinom
kultiviert, das 1974 einem 72-jahrigen Patienten entfernt wurde [48, 70]. Diese urspriinglichen
Colonozyten entwickeln sich in der Kultur aus undifferenzierten Zellen (mit relativ wenig cha-
rakteristischen Proteinen) tber ein Zwischenstadium (mit charakteristischem Proteinmuster von
Colonozyten und Enterozyten) zu polarisierten, saulenformigen Enterozyten. Etwa 3 Tage nach
Konfluenz bilden sich die Colonozyten-Proteine zurtick und die Konzentration der Enterozyten-
Proteine nimmt weiter zu [40]. Die ausdifferenzierten Caco-2-Zellen weisen gut entwickelte
Microvilli und eine polarisierte Verteilung der Zellmembran-Enzyme 430]. Die Caco-2-

Zellen wachsen adharent auf Plastikuntergrund und bilden sogenannte Dome aus, ein Zeicher
fur normal transportierendes Epithel [65]. Weiterhin wurde gezeigt, daf3 Caco-2-Zellen auch auf
Polycarbonatmembranen eine in Zellmorphologie und Polaritat dem intestinalen Epithel ent-
sprechende Zellmonoschicht formen. Diese Zellschicht ist fir Transportuntersuchungen einsetz-
bar [63]. Sie enthalt im Intestinum physiologisch vorkommende Transportsysteme [65], wie z.B.
den H/Peptid-Symporter PEPT1 [13]. Beim Vergleich von Caco-2-Zellen aus unterschiedlichen
Passagen (Passagenummern um Nr. 40 verglichen mit Passagenummern um Nr. 110) wurde
festgestellt, dal’3 Zellen mit hoherer Passagenummer eine grél3ere Proliferationsrate, einen grol3e
ren transepithelialen elektrischenWiderstand, inter- und intrazellulare Lumina aufweisen und zur
Bildung von zum Teil multiplen Zellschichten neigen. Diese morphologischen und physiologi-
schen Unterschiede haben aber keinen Einflu3 auf die Permeationsrate von dem parazellularer
Diffusionsmarker D-Mannitol, von dem transzellularen Diffusionsmarker Hydrocortison und
von dem carrier-vermittelten transzellularen Transportmarker Glycylsarkosin [93].

Die Caco-2-Zellinie wurde innerhalb der vorliegenden Arbeit sowohl zu Aufnahme- als auch zu
Transportuntersuchungen eingesetzt.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Versuchsvorbereitung mit Caco-2-Zellen
Kultivierung der Caco-2-Zeller{sieheAbb. §

Die Caco-2-Zellen wurden in 75 cm?-Kulturflaschen (Greiner, Deutschland) im Brutschrank
(Heraeus Instruments, Deutschland) kultiviert. Die Atmosphare im Brutschrank hatte eine Tem-
peratur von 37°C, war wasserdampfgesattigt und enthielt 5% @43 Medium (12-18 ml) be-
stehend aus Minimum Essential Medium (MEM) mit 10% fotalem Kalberserum, 1% Penicillin
G (10000 E/ml)/ Streptomycin (10000 pg/ml) und 1% MEM nichtessentielle Aminosauren
wurde am Tag nach der Aussaat und dann zweitaglich gewechselt. Die Bearbeitung der Caco-2-
Zellinie fand unter aseptischen Bedingungen in einer Laminarflowbox (LaminAir HB 2427,
Heraeus Instrumments, Deutschland) statt. Da nach Erreichen der Konfluenz die Differenzie-
rung der Zellen einsetzt, wurden die Zellen bei etwa 90%-iger Konfluenz (nach 5-7 Tagen) ver-
einzelt. Dazu wurde fur 5-10 min das Medium durch 5 ml Dulbecco’s phosphatgepufferte Koch-
salzlésung ersetzt, um den Zellen Calcium zu entziehen. Danach wurde auf die Zellen 3 ml
0,25%-ige Trypsinldsung gegeben. Unter dem Umkehrmikroskop (Telaval 31, Carl Zeiss,
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Deutschland) wurde der Zeitpunkt bestimmt, bei dem die Zellen beginnen, sich voneinander und
vom Untergrund zu lésen (nach etwa 3-4 min). Nachdem die Trypsinlésung entfernt wurde,
wurden die Zellen durch Klopfen von der Flaschenwand gelést und in 10 ml frischem Medium
suspendiert. Die Caco-2-Zellen wurden dann im Verhéaltnis 1:6 weiter kultiviert oder in die ent-
sprechenden Versuchsgefalie ausgesat, nachdem die benotigte Zellzahl eingestellt wurde. Daz
wurden die Zelldichte in einer Zdhlkammer unter dem Mikroskop bestimmt und entsprechend
weiterverdunnt.

Zusammensetzung der Versuchspuffer

Der Versuchspuffer pH =6,0VP 1) war zusammengesetzt aus (in mM) 25 MES/ Tris,
140 NacCl, 5,4 KCl, 1,8 Ca&l0,8 MgSQ und 5 Glucose.
Der Versuchspuffer pH= 7,5VP 2) war zusammengesetzt aus (in mM) 25 HEPES/ Tris,
140 NacCl, 5,4 KCl, 1,8 Ca&l0,8 MgSQ und 5 Glucose.

Bestimmung der Aufnahme vori{C]Gly-Sar in die Caco-2-ZellegsieheAbb.

Vorbereitung: Fir die Aufnahmebestimmungen VBi€]Gly-Sar in die Caco-2-Zellen wurden

750000 Zellen/ 2 ml Medium in 35 mm-Petrischalchen (FaftoBecton Dickinson, GroRbri-

tannien) gesat. Am Tag nach der Aussaat Waren die Zellen konfluent. Das Medium wurde an

diesem Tag, dann zweitaglich und am Tag vor dem Versuch gewechselt. Am 5.-7. Tag nach der

Aussaat wurden die Aufnahmemessungen durchgefihrt. Die Versuchslésung bestand dazu aus

VP 1 mit 10 pM f4C]Gly-Sar und:

- steigende Konzentrationen von Glycylsarkosin (0-31,6 mRL)X)

- steigende Konzentrationen von Glycin (0-31,6 mM) bzw. Mannitol (0-100 raMR()

- steigende Konzentrationen dfLactamantibiotika (0-31,6 mM bzw. maximale Ld&slich-
keitskonzentration)L 3)

- steigende Konzentrationen von Zinksulfat oder —chlorid (0-31,6 )

- Schwermetallsulfate (0 mM; 150 uM, 1 mMjL(5)

- 150 uM Zinksulfat und steigende Konzentrationen von Glycylsarkosin (0-31,6 WM )(

Versuchsablauf: Bei Raumtemperatur wurde aus den Petrischalchen das Medium entfernt, fir

1 min 1 mIVP 1 zugegeben und diesen dann durch 1ml der jeweiligen Versuchsld4udg (

6) ersetzt (10 min Einwirkzeit). Danach wurde viermal mit eiskakédPnl gespult. Anschlie-

Rend wurden die Zellen durch 1 ml einer 0,2M NaOH-LOsung mit 1% Natriumdodecylsulfat

(SDS) lysiert und fur die Analytik vorbereitet.

Bestimmung des transepithelialen Fluxes durch die Caco-2-Zellsch{sigheAbb. §

Vorbereitung: Fir die Messung des transepithelialen Fluxes kamen 24 mm-Trah¢Gedisr,
Deutschland) mit Porendurchmessern von 3 um in der Polycarbonatmembran zur Anwendung.
Das Gehause enthalt 6 Vertiefungen fur die Akzeptoren, in die Filtereinsatze eingehéangt wer-
den, so dal3 Donator und Akzeptor durch eine Polycarbonatmembran getrennt werden, auf der
der dichte Zellrasen wéchst. Fiir die Aussaat muR3ten die Trarfswetl$ledium vorinkubiert
werden (jeweils 20 min mit 2,6 ml unter der Membran und dann auch mit 1,5 ml auf der Mem-
bran), damit die Luft aus der Membran entweichen konnte. In der Zwischenzeit konnten Zellen
aus den Kulturflaschen suspendiert und auf eine Konzentration von 200000 Zellen/ 1,5 ml Me-
dium eingestellt werden. In die Akzeptorkompartimente wurden 2,6 ml Medium gegeben und in
die Donatorkompartimente 1,5 ml der Zellsuspension. Der Mediumwechsel fand zweitaglich mit
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den angegebenen Volumina statt, am Tag vor dem Versuch wurde Medium ohne Penicillin/
Streptomycin verwendet. Die Versuche fanden am 17.-23. Tag nach der Aussaat statt. Die Ver-
suchslésungen im Donator setzten sich wie folgt zusammen:
- VP 1 mit 30 uM PC]Gly-Sar YL 7)
- VP 1 mit 1 mM B-Lactamantibiotikum (bei einigen Versuchen zusatzlich Zinksulfat
150 uM) VL 8)
- VP 1 mit 5 uM fC]Mannitol (VL 9)
- VP 2 mit 1 mM B-Lactamantibiotikum und 250 uM eines der Tenside Cetyltrime-
thylammoniumbromid, Desoxycholat-Na und N-Cetylpyridiniumbrorvid {0)
- VP 2mit 5 uM [*C]Mannitol und 250/500 pM eines der Tenside Benzyldimethylce-
tylammoniumchlorid, Cetyltrimethylammoniumbromid, N-Cetylpyridiniumbromid
und Desoxycholat-NavL 11)
Versuchsablauf: Nach Entfernung des Mediums wurden die Kompartimente mit 1,5/2,6 ml 37°C
warmemVP 2 1 min gespult. Danach wurden in die Akzeptoren 2,6 ml vortemperi\épter
und in die Donatoren 1,5 ml der entsprechenden vortemperierten Versuchsléstingehl|
eingefilllt. Wahrend der gesamten Versuchszeit wurden die TrarfSwmediinem auf 37°C tem-
perierten Schiuttelwasserbad (Gesellschatft fir Labortechnik, Deutschland) mit einer Geschwin-
digkeit von 55 mift bewegt. Da die Akzeptoren direkt unter den Membranen nur eine Héhe von
etwa 1 mm haben, wurden die Membraneinsatze aller 10min, direkt vor und nach der Proben-
entnahme zur guten Durchmischung angehoben. Um eine mogliche Verdiinnung, hervorgerufen
durch unvolistandige Entfernung des Splulpuffers, zu tGberprifen, wurde den Donatoren direkt
nach Versuchsstart jeweils 100 pl zur Analytik entnommen und durch 100 ul frische vortempe-
rierte Versuchslosung ersetzt. Zur Gehaltsbestimmung in den Akzeptoren wurden nach 10, 30,
60 und 120 min jeweils 200 ul entnommen und durch frischen vortempeniéeténersetzt.
Deshalb ist eine Korrekturrechnung erforderlich (siehe Kapitel 2.2.2.3). Aus den Donatoren
wurden nach Versuchsende nochmals Proben zu Analytik entnommen. Die Membranen wurden
nach 120 min viermal mit eiskalteRP 2 gesplilt, aus den Einséatzen ausgeschnitten und mit
0,5 ml destilliertem Wasser bei —21°C eingefroren, damit die Zellen zur Vorbereitung auf die
HPLC-Analytik zerstort wurden.

2.2.1.2 Bestimmung von Verteilungskoeffizienten im n-Octanol-Puffer (pH=7,5)-System

Als Malf3 fur die Lipophilie von Cephalosporinen bzw. deren Gemische mit anionen- und katio-

nenaktiven Tensiden wurden die Verteilungskoeffizienten im n-Octanol-Puffer (pH=7,5)-Sy-

stem herangezogen.

Versuchsvorbereitung: Es wurde der Sdrensen-Phosphatpuffer pH&Y,3) verwendet, der

sich aus 84,98 ml Losung A und 15,02 ml L6ésung B zusammensetzte, oder Sdrensen-Phosphat:

puffer pH=6,0 ¥P 4) bestehend aus 12,1 ml L6ésung A und 87,9 ml Losung B. Lésung A be-

stand dabei aus 11,876 g MN®O, und Losung B aus 9,078 g KIPO, jeweils in 1 | destillier-

tem Wasser. Gleiche Volumina vt 3 bzw. 4und n-Octanol wurden 1 h lang bei Raumtem-

peratur geschuttelt, um sich gegenseitig zu séttigen. Die Versuchslosungen enthlielten:

* mit n-Octanol gesattigteviP 3 mit:
- 200 pg/ml Cefodizim allein oder kombiniert mit einem der Tenside Cetyltrimethylam-

moniumbromid, N-Cetylpyridiniumbromid, Benzyldimethylcetylammonuimchlorid,
Taurodesoxycholat-Na oder Desoxycholat-Na im molaren Verhaltnis 1:2, 1:10, 1:20,
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oder mit Lauryltrimethylammoniumbromid im molaren Verhaltnis 1:2, 1:10, 1:20 und
1:50 VL 12)

- 200 pg/ml Cefuroxim allein oder kombiniert mit einem der Tenside Cetyltrimethylam-
moniumbromid, N-Cetylpyridiniumbromid, Benzyldimethylcetylammonuimchlorid,
Taurodesoxycholat-Na oder Desoxycholat-Na im molaren Verhéltnis 1:1, 1:5, 1:10 oder
mit Lauryltrimethylammoniumbromid im molaren Verhaltnis 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:40
und 1:50 YL 13)

- 200 pg/ml Cefpirom allein oder kombiniert mit einem der Tenside Benzyldimethylcetyl-
ammonuimchlorid, Benzyltriethylammoniumchlorid, N-Cetylpyridiniumbromid, Des-
oxycholat-Na oder Taurodesoxycholat-Na im molaren Verhaltnis 1:1, 1:5 und\L10 (

14)
* mit n-Octanol gesattigteviP 4 mit:

- 200 pg/ml Cefodizim kombiniert mit Lauryltrimethylammoniumbromid im molaren
Verhaltnis 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:40 und 1:30 (15)

Bei den grofRten molaren Verhdaltnissen lagen die Konzentrationen der Tenside jeweils oberhalb
deren kritischen Micellbildungskonzentrationen (CMC).

Versuchsablauf: Zur Ermittlung der Verteilungskoeffizienten wurden zweimal drei Parallelbe-
stimmungen durchgefihrt. Dazu wurden jeweils 2ml puffergesattige s (bzw. 4 n-Octanol

mit 2 ml der entsprechenden Versuchslosuvg (2-15) in Glasampullen eingeschmolzen.
Diese wurden horizontal in einem Schittelwasserbad (Gesellschaft fur Labortechnik, Deutsch-
land), das auf 37°C temperiert war und sich mit einer Geschwindigkeit von etwa 5Hhenin
wegte, 12 h lang geschiittelt. Nachdem sich die Phasen wieder getrennt hatten (durch den Zusat
von Tensiden entstanden zum Teil Emulsionen), wurde die walrige Phase zur Analytik ent-
nommen.

2.2.1.3 Bestimmung der Permeationskoeffizienten an einem Permeationsmodell mit
kiinstlichen Lipidmembranen und an einem mit biologischen Membranen

Permeationsmodell mit Dodecanol-Collodium-Membran

Offnung zum Einfiillen und zur Probenentnahme
Donatorkompartiment
Akzeptorkompartiment

Dodecanol-Collodium-Membran

Gehause

Verschraubung

Abb. 7: Schematische Darstellung einer Einzelzelle des Permeationsmodells mit
Dodecanol-Collodium-Membran
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Zur Bestimmung der Permeationskoeffizienten durch kinstliche Membranen kam das Permea-
tionsmodell von First und Neubert [118] zur Anwendung. Eine Einzelzelle dieses Modells
(sieheAbb. 7) besteht aus zwei Kompartimenten, die durch eine Dodecanol-Collodium-Mem-
bran voneinander getrennt sind.

Versuchsvorbereitung: Fur die Herstellung der Dodecanol-Collodium-Membranen wurde eine
LOsung aus:
- 4 g Dodecanol erganzt auf 100 g mit einer Mischung aus 8,5 Volumenteilen Ether und 1,5

Volumeneinheiten unvergélltem Ethanol
- vermischt mit 100 g 4%-iger Collodiumlésung
vorbereitet, von der jeweils 2 ml in mit Ramsayfett auf einer Glasplatte abgedichtete Glasringe
(©@=6 cm) gegossen wurden. Die Losungsmittel dampften unter dem Abzug etwa 24 h lang ab.
Die fertigen trocken von der Glasplatte entfernten Membranen wurden in einem Durchmesser
von 4 cm ausgeschnitten und in einem Exsikkator tUber Silikagel aufbewahrt.
Die Versuchslosungen im Donator setzten sich wie folgt zusammen:

*VP 3 mit:

- 200 pg/ml Cefodizim allein oder kombiniert mit einem der Tenside Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid, N-Cetylpyridiniumbromid, Benzyldimethylcetylammoniumchlo-
rid, Taurodesoxycholat-Na oder Desoxycholat-Na im molaren Verhéltnis 1:2 oder
1:20, oder mit Lauryltrimethylammoniumbromid im molaren Verhdltnis 1:2, 1:10,
1:20, 1:40 oder1:504L 16)

- 200 pg/ml Cefuroxim allein oder kombiniert mit einem der Tenside Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid, N-Cetylpyridiniumbromid, Benzyldimethylcetylammoniumchlo-
rid, Taurodesoxycholat-Na oder Desoxycholat-Na im molaren Verhéltnis 1:1 oder
1:10 oder mit Lauryltrimethylammoniumbromid im molaren Verhaltnis 1:1, 1:10
oder 1:40YL 17)

- 200 pg/ml Cefpirom allein oder kombiniert mit einem der Tenside Benzyldimethyl-
cetylammoniumchlorid, Benzyltriethylammoniumchlorid, N-Cetylpyridiniumbromid,
Desoxycholat-Na oder Taurodesoxycholat-Na im molaren Verhaltnis 1:1 oder 1:10
(VL 18)

* VP 4 mit:

- 200 pg/ml Cefodizim mit Lauryltrimethylammoniumbromid im molaren Verhaltnis
1:2 und 1:20VL 19)

Versuchsablauf: Vier der oben beschriebenen Einzelzellen wurden in einer Halterung befestigt,
die es ermdglichte, die Einzelzellen in einem Wasserbad (Prufgeratewerk Medingen, Deutsch-
land) auf 37°C zu temperieren und mit Hilfe eines Vibrators (Labortechnik Ilmenau, Deutsch-
land), der auf Stufe 5 eingestellt war, die Losungen in den Kompartimenten gleichmafdig zu
durchmischen.

In die Akzeptoren wurden jeweils 20ml vortemperieN® 3 und in die Donatoren 20 ml der
entsprechenden vortemperierten Versuchslosungeni§-19) eingefillt. Nach 30, 60, 90, 120,

180 und 240 min wurden aus den Akzeptoren jeweils 2 ml Proben entnommen und sofort durch
frischen vortemperiertexfP 3 ersetzt. Deshalb muf3ten die gemessenen Gehalte korrigiert wer-
den (siehe Kapitel 2.2.3). Nach 240 min wurden auch den Donatoren Proben zur Analytik ent-
nommen. Die Membranen wurden nach Versuchsende vorsichtig aus den Modellen entfernt und
in 20 ml bidestilliertem Wasser 30 min lang ausgeschuittelt, um den Gehalt an zu untersuchender
Substanz in und an den Membranen nachzuweisen.
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Die Versuche wurden zweimal mit je 4 Parallelbestimmugen durchgeflhrt

Permeationsmodell mit isoliertem Meerschweinchen-Dinndarm

Zur Bestimmung der Permeationskoeffizienten durch biologische Membranen kam ein inner-
halb der Arbeitsgruppe Neubert des Instituts fiir Pharmazeutische Technologie und Biopharma-
zie in Halle [195] entwickeltes Modell (siedb. 8) zur Anwendung.

Stopfen

Entliftung

Donatorkompartiment

Akzeptorkompartiment

Darmsegment

Carbogenbegasung

Abb. 8: Schematische Darstellung einer Einzelzelle des Permeationsmodells mit
isoliertem Meerschweinchen-Dinndarm

Hierbei wird das Akzeptorkompartiment von einem 25 ml-lodzahlkolben umschlossen. Die un-
tere Offnung eines Plastikhohlzylinders wird mit einem Darmsegment verschlossen und bildet
so das Donatorkompartiment. Ein Gummistopfen fixiert das Donatorkompartiment im lodzahl-
kolben.
Versuchsvorbereitung: Moéglichst nichterne Charles-River-Meerschweinchen mit einem Ge-
wicht von 300-400 g wurden durch cerebrale Dislokation getttet. Der Bauchraum wurde median
eroffnet, und unter Auslassung der ersten 5 cm beginnend am Magenausgang wurden etwa
30 cm Dunndarm entnommen. Das Mesenterium wurde abgestreift. Etwa 1 cm lange, homogen
erscheinende Darmstticke wurden ausgewahlt, vorsichtig aufgeschnitten und auf einem Objekt-
trager ausgebreitet. Die Mucosa durfte dabei nicht beschadigt werden. In Einzelfallen muf3ten
noch anhaftende Nahrungsreste mit Versuchspuffer (siehe unten) abgespiilt werden. Die untere
Offnung eines Donatorzylinders wurde zentral auf ein Darmsegment gesetzt, die tiberstehenden
Gewebeteile nach oben geklappt und mit Catgut-Faden festgebunden.
Als Versuchspuffer pH=7,5Vf 5) wurde modifizierter Krebs-Bicarbonat-Puffer mit der Zu-
sammensetzung (in mM) 5 KCI, 1 KPIO,, 26 NaHCQ und 122 NaCl eingesetzt. Die Ver-
suchslésungen in den Donatoren setzten sich wie folgt zusammen:
*VP 5 mit
- 200 pg/ml Cefodizim allein oder kombiniert mit einem der Tenside Cetyltrimethylam-

moniumbromid, N-Cetylpyridiniumbromid oder Benzyldimethylcetylammoniumchlorid

im molaren Verhdltnis 1:2 oder 1:20 und Lauryltrimethylammoniumbromid im molaren

Verhaltnis 1:2, 1:20 oder 1:5¥I( 20)

- 200 pg/ml Cefuroxim allein oder kombiniert mit einem der Tenside Cetyltrimethylam-
moniumbromid, N-Cetylpyridiniumbromid oder Benzyldimethylcetylammoniumchlorid



-21 -

im molaren Verhaltnis 1:1 oder 1:10 und Lauryltrimethylammoniumbromid im molaren
Verhaltnis 1:1, 1:10 oder 1:4¥I( 21)

- 200pg/ml Cefpirom allein oder kombiniert mit einem der Tenside Benzyldimethylcetyl-
ammoniumchlorid, Benzyltriethylammoniumchlorid, N-Cetylpyridiniumbromid, Des-
oxycholat-Na oder Taurodesoxycholat-Na im molaren Verhaltnis 1:1 oder\AL1ZP|

*VP 1 mit:
- 200 pg/ml Cefodizim mit Cetyltrimethylammoniumbromid im molaren Verhaltnis 1:2
(VL 23)
Um die Beeinflussung der Integritat der Darmschleimhaut durch Tensidzusatz zu messen, setz-
ten sich die Versuchslosungen wie folgt zusammen:
»  Versuch mit D-[3H]Glucose:

Im Akzeptor:VP 5 mit 40 mM D-Glucose\(P 6)

Im Donator: VP 5 mit 10 mM D-Glucose und 30 mM Mannitol markiert mit 100 pl der

D-[3H]Glucose-Stammldsung (0,023 pmol/ml) auf 10 ml kalte* Losuig 24)
» Versuche mit Tensidzusatz:

Im Akzeptor:VP 5 mit 10 mM Mannitol YP 7)

Im Donator: VP 5 mit 10 mM D-Glucose allein oder kombiniert mit einem der Tenside

Benzyldimethylcetylammoniumchlorid (5 mM), Benzyltriethylammoniumchlorid

(5 mM), Cetyltrimethylammoniumbromid (5 mM), Lauryltrimethylammoniumbromid

(5/ 20 mM), N-Cetylpyridiniumbromid (5 mM), Desoxycholat-Na (5/ 15 mM) oder

Taurodesoxycholat-Na (5/ 15 mMWI 26)
In die Akzeptorkompartimente wurden 5 ml der entsprechenden vortemperierten Versuchspuffer
(VP 5-7) eingefullt, die Donatoren eingehangt und mit 0,5 ml der entsprechenden vortempe-
rierten VersuchslosungeN|1( 20-26) gefillt. Zur Verlangerung der Lebensfahigkeit der Darm-
segmente und zur gleichmanigen Durchmischung der Losungen wurden die Akzeptoren Uber ein
Schlauchsystem mit Carbogen (95% u@d 5% CQ) begast (siehébb. 8). Wegen des Ten-
sidzusatzes in der Donatorlésung wurden die Donatoren nur aller 10 min kurzzeitig begast. Die
Versuchskolben wurden in einem auf 37°C temperierten Wasserbad befestigt. Nach 30, 60, 120
und 180 min wurden aus den Akzeptoren jeweils 200 pl Proben zur Gehatiehasg (bei der
D-Glucosebestimmung mittels Enzymtest waren es jeweils 1ml) entnommen und durch frische
vortemperierte Versuchslosung ersetzt. Deshalb mul3ten die gemessenen Konzentrationen korri-
giert werden (siehe Kapitel 2.2.3). Nach 180 min wurden den Donatoren ebenfalls Proben ent-
nommen. Die Darmsegmente wurden nach Versuchsende vorsichtig aus dem Modell entfernt,
und auf feuchten Zellstoff gelegt, um noch anhaftende Versuchslésung zu entfernen. Danach
wurde mit einem Skalpell die Mucosa vom Binde- und Muskelgewebe getrennt. Die so erhalte-
nen Gewebestiicke wurden in jeweils 1 ml Methanol 30 min ausgeschuttelt und zur Analytik
vorbereitet. Bei den D-Glucose-Permeationsuntersuchungen fand keine Gewebeanalytik statt.
Auf diese Weise wurden jeweils zweimal 3 Parallelbestimmungen durchgefihrt.
2.2.2 Analytische Methoden

Proteingehaltsbestimmung nach Lowry [92]

Die Aufnahme von{'C]Gly-Sar in die Caco-2-Zellen wurde entweder in Prozent angegeben
oder auf den Gesamtproteingehalt der Zellen bezogen. Um diesen zu bestimmen, wurde pro
Versuch eine Petrischale aus dem gleichen Zellansatz mit 1 ml destilliertem Wasser bei —21°C
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eingefroren. Nach dem Auftauen wurden die Zellen von dem Untergrund abgeschabt, und durch
mehrmaliges Aufziehen in eine 1 ml Spritze mit einerl50 pm-Kantle wurde die Suspension aus
Zellbestandteilen und destilliertem Wasser homogenisiert. Zur Proteinbestimmung mufite das
Lowry-Reagenz (bestehend aus 3 Losungen) hergestellt werden. Losung A ist eine 2%-ige
Na,COs-L6osung in 0,AN NaOH, Losung B eine 0,2%-ige-Ma’-Tartrat-Losung und Lésung C

eine 1%-ige CuS®5H,0-L6sung, die im Verhaltnis A:B:C=100:1:1 gemischt werden. 100 pl
Zellsuspension werden mit 900 pl destilliertem Wasser und 5 ml des Lowry-Reagenz versetzt
(je zweimal als Doppelbestimmung). Als Blindwert werden 1 ml destilliertes Wasser ebenfalls
mit 5 ml Lowry-Reagenz gemischt. Diese Gemische werden 10min stehen gelassen, bevor
0,5 ml des 1N Folin-Ciocalteu’s Phenol-Reagenz zugesetzt und sofort damit durchmischt wer-
den. Nach weiteren 30 min wird die Absorption bei 725 nm bezogen auf den gleichbehandelten
Blindwert gemessen (Spectronic 601, Milton Roy Company, USA). Zur Berechnung des Pro-
teingehaltes diente die innerhalb der Arbeitsgruppe Neubert des Instituts fir Parmazeutische
Technologie und Biopharmazie in Halle erstelite Bezugskurve mit folgender Formel:

3167 Absorpt.lon .2 (1)

2,57 — Absorption

Die beiden Parallelbestimmungen wurden gemittelt.

Proteingehlt [ug/ml] =

Gehaltsbestimmungen mittels Hochdruckflissigchromatographie

Bei der Hochdruckflissigchromatographie (HPLC) wird die Probenauftrennung durch unter-
schiedliche Verteilung zwischen mobiler und stationdrer Phase mit anschlieRender Detektion
(z.B. mittels Dioden-Array-Detektor) kombiniert. Da die zu untersuchefdeactamantibio-

tika sehr hydrophil sind, kam die Methode der Umkehrphasenchromatographie zur Anwendung,
das heil3t, die Oberflache des Kieselgels in der Saule (Nucleosil 100 RRsd84@nm, 1=12,5

cm, Packmaterial @=5 um, Saulentechnik Knauer, Deutschland) istgioGlenwasserstoff-

ketten modifiziert, die Laufmittel sind sehr hydrophil.

Probenvorbereitung: Aus den eingesetzten Versuchslésungen wurden 3 Verdlinnungen herge-
stellt, die dann als Standard verwendet wurden. Die Proben aus den Akzeptoren der Permea-
tionsmodelle konnten direkt vermessen werden, die Proben aus den Donatoren muf3ten zum Tell
verdinnt werden (bis 1:8) ebenso die Proben von der Verteilungskoeffizientenbestimmung. Die
tiefgefrorenen Polycarbonatmembranen mit dem Caco-2-Zellrasen wurden wieder aufgetaut und
bei 12000 mift 10 min zentrifugiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments, Deutschland). Aus
dem Uberstand konnte je eine Probe entnommen werden, die direkt analysierbar war. Ebenso
wurden die Uberstande der in Wasser ausgeschiittelten Dodecanol-Collodium-Membranen und
der DUinndarmstticke in Methanol behandelt.

Zum Teil wurde nicht sofort im Anschluf3 an die Versuche gemessen. Die Proben wurden in
diesen Fallen bei —21°C eingefroren und erst kurz vor der Analyse wieder aufgetaut,um Mel3-
fehler durch Zerfall der zu bestimmenden Substanzen zu umgehen.

Messung: Zur Analytik wurde ein HPLC-System (Kontron, Deutschland) bestehend aus Auto-
sampler, Hochdruckpumpe, Dioden-Array-Detektor und Rechner mit Software verwendet. Die
Laufmittelzusammensetzungen und die eingestellten Detektionswellenlangen Siiadh dérzu
entnehmen.
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Tab. 1:Laufmittelzusammensetzung fir die HPLC- Analytik.
X ml Acetonitril + (100-x) ml Wasser + 0,5 ml konzentrierte Phosphorséaure, in Klammern die

verwendete Detektionswellenldange

x=15ml | x=17ml | x=20 ml x=22ml| x=25ml| x=30ml x=40 ml
Cefepim | Ceftazidim| Cefaclor Ampicillin | Cefodizim| Cefamandol | Cefuroxim-
(260 nm) |(260 nm) |[(260 nm) (210 nm) | (265 nm) (260 nm) axetil
CerFPIROM | Cefsulodin|{ Cephradin Cefmetazol |(260 nm)
(270NMm) (260nm) | (260nm) (260nm)
Cephalexin Cephaloridin Cefuroxim
(260 nm) (260 nm) (260 nm)
Cefadroxil Ceftriaxon Benzylpeni-
(260 nm) (260 nm) cillin
(210 nm)*
Cefixim Cephapirin Cephalotin
(260 nm) (260 nm) (260 nm)
Cyclacillin Cefotaxim
(210 nm) (260 nm)
Ceftibuten
(210 nm)

* Laufmittel ohne Phosphorsaure

20 pl Probe wurden jeweils in das System injiziert. Bei einem Flow von 1 ml/min lagen die Re-
tentionszeiten zwischen 2 und 5 min. Die den gleichen Versuchsbedingungen ausgesetzten Ver-
suchslosungen dienten zur Erstellung der Bezugskurven.

Gehaltsbestimmungen mittels Flissigszintillationsmessung

Die bei den Versuchen eingesetzten radioaktiven Verbindungen waren mit Kohlenstoff-14 oder
mit Tritium markiert. Beide Isotope sirfidStrahler, das heil3t, bei deren Zerfall entstehen Elek-
tronen. Diese Energie erzeugt im Flussigszintillator Lichtblitze (Lumineszenzen), die in einem
Photovervielfacher in Spannungsimpulse umgewandelt werden [35]. Diese Spannungsimpulse
werden registriert als CPM (counts per minute) oder nach Quench-Korrektur als DPM (decays
per minute) [135].

Probenvorbereitung: Bei den Versuchen zur Bestimmung*4@Jdly-Sar-Aufnahme wurden

die in 1 ml 0,2M NaOH/ 1%SDS lysierten Zellen mit Hilfe einer 1 ml-Eppendorfpipette in 5 ml-
SzintillationsgefaRe (Packard, USA) tberfithrt und mit 3 ml Fliissigszintillator ( Ultima'Gold
XR®) versetzt. Bei den Versuchen zur Bestimmung der Permeation von [3H]Glucose durch die
Diinndarmschichten oder voh’¢]Mannitol bzw. F*C]Gly-Sar durch die Caco-2-Zellschicht
wurden die entnommenen Proben direkt in Szintillationsgefal3e gefillt und mit 3 ml Flussig-
szintillator versetzt.

Messung: Nachdem die fertigen Proben etwa %2 h gestanden hatten, wurden sie jeweils 1 min in
einem Flussigszintillationsspektrometer (Tri-Carb-2100 TR, Packard, USA) vermessen. Zu-
sammen mit den Proben wurde jeweils ein Standard vermessen, der 250“@@ly{Sar,

125 pmol  f*C]Mannitol enthielt. Die Gehalte wurden aus dem Verhéltnis
DPMstandaréGehaltiangargberechnet. Bei dem Versuch mit [3H] wurde aus der Versuchslosung
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eine Verdinnungsreihe im Bereich von 1:50 bis 1:2000 hergestellt, um aus den gemessenen
DPM auf die Konzentration an unmarkierter D-Glucose schliel3en zu kdnnen. Es ergab sich eine
Bezugskurve mit folgender Gleichung:

C[nmol /ml] = DPM - 9171 (2)
1274

D-Glucosegehaltsbestimmung mittels enzymatischer Methode

Zum Nachweis der in den Akzeptor gelangten Menge an D-Glucose wurde ein enzymatischer
Glucose-Test verwendet. Das Prinzip des Nachweises beruht auf folgenden Reaktionen [19]:

Glucos + ATP —HKMIZ b aDp
G-6-P+NADP—0PPH & G NADPH
NADPH + PMS > NADP + PMSH
PMSH + INT > PMS + INTH

Glucose wird als erstes von Adenosintriphosphat (ATP) phosphoryliert. Diese Reaktion wird
durch Hexokinase (HK) katalysiert. Glucose-6-Phosphat (G-6-P) wird zu 6-Phosphogluconat (6-
PG) oxidiert, indem Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADP) zu NADPH reduziert wird.
Glucose-6-Phosphatdehydrogenase katalysiert diese Reaktion. NADPH reduziert Phenazinme-
thosulfat (PMS) und PMSH reduziert lodonitrotetrazolchlorid (INT). Das entstehende INTH ist
colorimetrisch mel3bar bei einer Wellenldnge %520 nm (Spectronic 601, Milton Roy Com-

pany, USA). Die Absorption ist proportional zur Glucosekonzentration.

Probenvorbereitung: Zur Herstellung des Reaktionsgemisches wurden 1 Flasche Glucose-En-
zymreagenz mit 17 ml destilliertem Wasser aufgeldst, 4 ml Glucose-Farbreagenz zugefiigt und
durch Umschwenken gemischt. Die Zusammensetzung und Behandlung der zu messenden Lo6-
sungen isfTab. 2 zu entnehmen:

Tab. 2: Zusammensetzung und Behandlung der zu vermessenden Lésungen

Reagenzienleerwert Standard Probe
Reaktionsgemisch 1 mi 1 mi 1 mi
Destilliertes Wasser 1ml 0,98 ml -
Standard - 0,02 ml -
Probe - - 1ml
Mischen. 5-10 min bei Raumtemperatur (18-26°C) stehenlassen.
Salzsaurelésung (0,1N 10 ml 10 ml 10 ml
Mischen. Extinktion von Standard und Probe bei 520 nm gegen Reagenzienleerwert{messen

Der Glucosegehalt der Proben wurde mit der folgenden Gleichung berechnet:

Absorption p,gpe

Glucosstoffmenge [nmol |= :
Absorption Standard

¢111,2 nmol (3)

111,2 nmol verkdrpern dabei die Stoffmenge an Glucose in 20 ul Standard, der errechnete Wert
ergibt die Probenkonzentration [nmol/ml] und muf3 entsprechend Kapitel 2.2.3 korrigiert wer-
den.
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2.2.3 Mathematische Methoden

Die mathematische Auswertung der Versuchsergebnisse erfogte unter Verwendung der Com-
puterprogramme GraphPad Prism, Version 2.00 von GraphPad Software (USA) und Microsoft
Excel 97, Microsoft Corporation (USA). Folgende Parameter wurden ermittelt:

Ermittlung der Halbhemmkonzentrationen I§3durch nichtlineare Regression

Zur Auswertung der Versuche zuf¢]Gly-Sar-Aufnahme-Beeinflussung durch Zusatz poten-
tieller Hemmstoffe wurden die gemessei®C]Gly-Sar-Menge gegen die Hemmstoffkonzen-
tration aufgetragen (halblogarithmisch zur besseren Anschaulichkeit). Den Mel3punkten wurde
die Hemmkurve jeweils bestmoglich durch nichtlineare Regression angepaldt. Dazu wurde die
Gleichung der allosterischen Hill-Kinetik in der folgenden Form verwendet:

Min + (Max — Min)

Y = S Vb @)
1+
()
Dabei bedeuten: Max........ maximal in die Zellen aufgenommé@§gly-Sar-Menge
Min........ minimal in die Zellen aufgenommenté&J]Gly-Sar-Menge
S Substratkonzentration
ICso....... Halbhemmkonzentration
h.......... Hillkoeffizient

Dabei wurde das Maximum (Max) auf 100%, das Minimum (Min) auf 10,68% und der Hill-
Koeffizient auf 1 festgelegt, so dal3 nur die Halohemmkonzentratign(Xgy) variabel blieb.

Der diffusible und anhaftende Anteil (Min) von 10,68% ergab sich aus der Mittelung aller
durchgefiihrten Aufnahmehemmungen vBi€[Gly-Sar durch 31,6 mM Glycylsarkosin, da von

einer maximalen Hemmung des aktiven Transportes durch sich selbst in einer Konzentration
ausgegangen werden kann, die digol@ehr als das 5-Fache lberschreitet. Dig bt die
Konzentration eines Hemmestoffes an, die notwendig ist, um die Aufnahme eines Substrates, das
in einer bestimmten Konzentration angeboten wird, auf 50% zu senken. Damit erhalt man eine
indirekte Aussage uber die Affinitat des Hemmstoffes zu dem untersuchten Carrier. Um eine
Aussage Uber die Affinitat des Hemmstoffes unabhéngig vom Substrat und dessen Angebots-
konzentration zu treffen, kann diesfin die Hemmkonstante ;Kumgerechnet werden mit der
Gleichung (bei kompetetiver Hemmung) [20]:

IC
Ki= 5% (5)
1+—
t
Dabei bedeuten: K....... Hemmkonstante

(T Michaelis-Menten-Konstante des Substrates

Kurvenanpassung mittels Michaelis-Menten-Gleichung

Zur Bestimmung der Transportkinetik wurde die in die Caco-2-Zellen aufgenomMei@Iy-
Sar-Menge (korrigiert um den diffusiblen Anteil, der gleich der aufgenommét@}Gfy-Sar-
Menge bei 10 mM Gesamtangebot ist) mit dem Verhaltnis aus angebdfe€jéiy-Sar-Kon-
zentration (20 uM) und jeweilig angebotener Gesamt-Glycylsarkosin-Konzentration multipli-
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ziert, um auf die insgesamt in die Zellen aufgenommene Glycylsarkosin-Menge zu schliel3en.

Diese Aufnahmerate wurde bezogen auf den Gesamtproteingehalt der Zellen graphisch gegen
die insgesamt angebotene Glycylsarkosinkonzentration aufgetragen, und das Aufnahmeprofil
von Glycylsarkosin konnte mit nichtlinearer Regression den Mel3punkten bestméglich angepal3t

werden. Dazu wurde die Michaelis-Menten-Gleichung in der folgenden Form verwendet [194]:

Vo ®S
V — max (6)
Ki+S
Dabei bedeutet: V.............. Aufnahmerate des Substrates
V mase s eeeseens maximale Aufnahmerate

Bei Vmax ist das Transportprotein gesattigt undskeht flr die Substratkonzentration bei halb-
maximaler Geschwindigkeit, das heil3t, der Transporter ist zur Halfte gesattigt [85]. Eine weitere
Methode, V,ax Und K zu bestimmen, ist die Kurventransformation nach Eadie-Hofstee, in dem
die Aufnahmerate V gegen den Quotienten aus V und der insgesamt angebotenen Glycylsarko-
sinkonzentration S aufgetragen wirdya\ist dabeials Schnittpunkt mit der Abszisse ungd &s
negativer Anstieg der linearen Regressionsgeraden definiert.

Konzentrationskorrekturrechnung fur die Permeationsuntersuchungen

Da bei den Permeationsuntersuchungen die aus den Akzeptoren entnommenen Proben jeweil:
durch das gleiche Volumen frischer Akzeptorlosung ersetzt wurde, trat eine Verdinnung der
eigentlich erreichten Konzentrationen auf. Deshalb muf3ten diese rechnerisch aus den gemesse
nen Konzentrationen ermittelt werden. Dazu wurde folgende Gleichung verwendet:

Ci =Cq + Kns®VP 7
Kn = “Gp T V (1)
A
Dabei bedeutet: )....... korrigierte Konzentration zum Zeitpunkt der Entnahme

Canyeeeee-- gemessene Konzentration zum Zeitpunkt der Entnahme

Ck(n-).....Korrigierte Konzentration zum Zeitpunkt der vorhergehenden
Entnahme

Ve, Volumen der enthnommenen Probe upai®s Volumen des
Akzeptors.

Berechnung des transepithelialen Fluxes

Zur Berechnung des transepithelialen Fluxes wurde die in den Akzeptor gelangte Stoffmenge
der zu untersuchenden Substanzen gegen die Zeit aufgetragen. Aus dem Anstieg der linearer
Regressionsgeraden (Permeationsrate) lief3 sich mit der folgenden Gleichung der transepitheliale
Flux (Jn-a )berechenen:

dQ
Imosa=— (8)
dte A
Dabei bedeutet: a....... transepithelialer Flux
dQ .
E ......... Permeationsrate

A, Membranflache (bei Transw&ll&=4,71 cm?)
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Berechnung der Verteilungskoeffizienten

Der Verteilungskoeffizient ist das Verhéltnis zwischen der Konzentration in der lipophilen
Phase und der Konzentration in der wafirigen Phase. Da bei den durchgefuhrten Versuchen nul
die Konzentration in der wal3rigen Phase bestimmbar war, wurde fur die Konzentration im n-
Octanol die Differenz aus der angebotenen Konzentration und der gemessenen Konzentration in
der Wasserphase gebildet, so dal3 die folgende Gleichung zur Berechnung der Verteilungs-
koeffizienten (VK) verwendet wurde:

vk = 0= Cu (9)
Cw
Dabei bedeutet: VK......... Verteilungskoeffizient
Coenvrnnnns angebotene Konzentration
Chuevrenrennns Konzentration in der waldrigen Phase

Berechnung der Permeationskoeffizienten

Zur Berechnung der Permeationskoeffizienten wurde die in den Akzeptor permeierte Stoff-
menge pro cm? Permeatiosflache gegen die Zeit aufgetragen. Durch lineare Regression wurde
der Anstieg ermittelt, das heil3t, die Permeationsrate bezogen auf die Flache (dQ/dt*A). Aus die-
ser wurden mit der folgenden Gleichung die Permeationskoeffizienten (P) berechnet:

d
p=dQ
dte AeC,
Dabei bedeutet: P............. Permeationskoeffizient

A Membranflache
(bei Dodecanol-Collodium-Membranen A= 13,9 cm? und
bei isoliertem DUnndarm A= 0,1963 cm?)

(10)

Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden folgende Methoden durchgefiihrt: Berech-
nung von Mittelwerten und deren Standardabweichungen, Durchfihrung von F-Test und t-Test
nach Student (Irrtumswahrscheinlichke#5%) zur Ermittlung signifikanter Unterschiede zwi-
schen verschiedenen Mittelwerten [34]. Weiterhin wurden die einzelnen Mel3reihen der Versu-
che unter Anwendung des nichtparametrischen zweiseitigen U-Tests nach Mann-Whitney (lrr-
tumswahrscheinlichke&=5%) auf signifikante Unterscheidung gepruft [13].
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Aufklarung des aktiven Transportweges

3.1.1 Vorversuche zur Etablierung der humanen Coloncarzinomzellinie Caco-2
3.1.1.1 Bestimmung des gunstigsten Zeitraumes der Aufnahmeversuche

Um die humane Coloncarzinomzellinie Caco-2 als intestinales Transportmodell zu verwenden,
muf3ten Vorversuche durchgefiihrt werden. Dazu wurde Uberprft, wie sich die Caco-2-Zellen in
den Petrischalen, den Versuchsgefal3en fir die Aufnahmeversuche, entwickeln. Am Tag nach
der Zellaussaat war der Zellrasen in den Petrischalen im mikroskopischen Bild konfluent, das
heil3t, die Zellen hatten sich soweit vermehrt, daf? die gesamte Petrischalengrundflache vollstan-
dig mit einer Zellschicht bedeckt war und sich die Zellzahl nicht mehr wesentlich verandern

konnte.

= —&- Aufnahme von {C]Gly-Sar T

) -v- Proteingehalt

= _ T
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Abb. 9: Abhangigkeit des Proteingehaltes und der Aufnahme vor{C]Gly-Sar von

der Zeit nach dem Ausséen der Caco-2-ZellerDargestellt sind jeweils Mittelwerte

und Standardabweichungen des Proteingehaltes pro Petrischélchen (Dreiecke, bezoger
auf die rechte Ordinate) und défG]Gly-Sar Aufnahme in die Caco-2 Zellen bezogen

auf den Proteingehalt (Vierecke, bezogen auf die linke Ordinate). Die Verbindung der
Symbole hat keine biologische Signifikanz. Anzahl der Aufnahmemessungen: n=6-48;
Anzahl der Proteinbestimmungen = Anzahl der unterschiedlichen Passagen: n=3-12;

Passagen 9-22. Versuchspuffer pH=6,0 mit 10 }{&]{ly-Sar)

Als Mal3 der Differenzierung der Caco-2-Zellen wurde der Gesamtproteingehalt pro Schélchen
in Abhéngigkeit von der Zeit nach der Zellaussaat bestimmt (#ibbe 9). Der Proteingehalt

der Zellen nimmt bis Tag 5 nach der Zellaussaat stark zu und ndhert sich dann einem Grenzwert
(Plateau). Nach etwa 5 Tagen erreichen die Caco-2-Zellen ihren maximalen Differenzierungs-
grad. In parallelen Versuchen wurde die Aufnahme des hydrolysebestandigen Dipeptids
[**C]Gly-Sar [175] in die Caco-2-Zellen gemessen und auf den Proteingehalt beAbge8)(

Die Aufnahme von'f'C]Gly-Sar in Caco-2-Zellen ist ein starkes Indiz dafiir, daR die Zellen den
PEPT1 (H/Peptid-Symporters) funktionsfahig exprimieren. Die VergroRerung ‘detdly-
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Sar-Aufnahme korreliert nicht mit der Proteinzunahme, bis Tag 4 ist't8Gly-Sar-Auf-

nahme sehr gering, am Tag 5 ist ein grol3er Zuwachs der Aufnahme zu verzeichnen. Die maxi-
male F“C]Gly-Sar-Aufnahme und damit die maximale Funktionsfahigkeit des PEPT1 Trans-
porters wird ab Tag 7 erreicht.

Im Folgenden wurde getestet, welchen Einflul3 die zunehmende Zelldifferenzierung auf die
Funktionsweise von PEPT1 hat. Das Ergebnis der dazu durchgefuhrten Versuchébstlif
gezeigt.

m Tag 7 (1Gy=0,81+£0,05 mM)
300g e Tag 5 (1Gy=0,70+0,10 mM)
A Tag 4 (1Gy=0,85+£0,11 mM)

Aufnahme von [14C]Gly-Sar
(pmol/mg Protein)

- ————
0 0.1 1 10
Konzentration von Gly-Sar (mM)

Abb. 10:Vergleich der Hemmkurven von {C]Gly-Sar durch unmarkiertes Gly-
Saram 4., 5. bzw. 7. Tag nach der Aussaatiemmkurven wurden mittels
Gleichung (4) durch nichtlineare Regression bestimmt. (Passagen 9-15, 6468; n=
Versuchspuffer pH=6,0 mit 10 pM'C]Gly-Sar)

Es wurde die Hemmung der Aufnahme vofC|Gly-Sar durch unmarkiertes Gly-Sar in ver-
schiedenen Konzentrationen 4, 5 bzw. 7 Tage nach der Zellaussaat bestimmg, ierd€n

mit Hilfe der Gleichung (4) berechnet und die so erhaltenen Hemmkurven mit abgebildet. Es
konnte gezeigt werden, daR sich die Aufnahmeratent40tGly-Sar an den verschiedenen Ta-

gen zwar signifikant unterscheiden, aber fast identischgWerte fiur Glycylsarkosin als Mal3

fur die Affinitat zum Carrier erhalten wurden.

Die folgenden Aufnahme-Bestimmungen wurden 5-8 Tage nach der Zellaussaat durchgefiihrt,
um das Kontaminationsrisiko der Caco-2-Zellen so gering wie mdglich zu halten und gleichzei-
tig eine ausreichende MeRbarkeit der aufgenommefi€idly-Sar-Menge in die Caco-2-Zel-

len zu nutzen.

3.1.1.2 Zeit- und pH-Abhangigkeit der Aufnahme von [’C]Gly-Sar in Caco-2-Zellen

Im Folgenden wurde Uberprift, welchen Einflul3 die Versuchsdauer und der pH-Wert des Ver-
suchsmediums auf die Aufnahme votC]Gly-Sar in die Zellen hat.

Es wurde der'fC]Gly-Sar-Gehalt in Caco-2-Zellen analysiert, auf die ein Versuchsmedium mit
pH=6,0 bzw. pH=7,5 mit 10 uM{C]Gly-Sar 5, 10, 15, 20 und 30 min einwirkte Abb. 11 ist
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die Aufnahme von*fC]Gly-Sar [pmol/mg Protein] gegen die Zeit [min] aufgetragen. Die unter-
brochenen Linien verbinden die Mittelwerte der Mel3punkte, um den Gehaltsverlauf zu kenn-
zeichnen. Die aufgenommentég]Gly-Sar-Menge nimmt bis etwa 15 min proportional zur
Einwirkzeit zu (veranschaulicht durch die Regressionsgeraden), danach hat die Verlangerung
der Einwirkzeit nicht mehr im gleichen MaRe die Erhéhung der Aufnahme"t@}Glly-Sar zur
Folge, da die Kapazitat der ZelleH'G]Gly-Sar aufzunehmen, erschépft ist. Im Folgenden
wurde bei allen Aufnahmeversuchen die Versuchslésungen 10 min einwirken gelassen.

-m-pH 6.0

- pH 7.5 A

3
i

3

Aufnahme von [14C]Gly-Sar
(pmol/mg Protein)

0 5 10 15 20 25 30
Zeit (min)

Abb. 11: EinfluR der Einwirkzeit auf die Aufnahme von [**C]Gly-Sar in Caco-2-
Zellen in unterschiedlichem pH. Unterbrochene LinienVerbindung der Mittelwerte.
Geraden:lineare Regression bis 15 mips~0,9962; p1 -750,9919)(Passage 18,
Versuchspuffer pH=6,0 bzw. pH= 7,5 mit 10 pNMJ]Gly-Sar) (n=3)

Die Aufnahme von'C]Gly-Sar ist pH-abhéngig. Ein zelleinwérts gerichteter Protonengradient
(Versuchspuffer pH=6,0) verbessert die Aufnahme V88]Gly-Sar um den Faktor 3,5 im
Vergleich zum leichten Protonentberschul’ in den Zellen (Versuchspuffer pH=7,5).

3.1.1.3 EinfluR von Glycin bzw. von Mannitol auf die Aufnahme von [“C]Gly-Sar

Um die vom Hersteller angegebene 95%-ige Reinheit W@iGly-Sar zu tberpriifen, wurde

das Hemmpotential von Glycin, des markierten Aminosaurebausteing*@6ly-Sar, bis zu

einer Konzentration von 31,6 mM getestet.

Die Saulen iMbb. 12 verkdrpern den prozentualen Anteil d€\JGly-Sar-Aufnahme bezogen

auf den Kontrollversuch ohne potentiellen Inhibitor. Der Reinheitsgrad konnte bestatigt werden,
da Glycin die Aufnahme vom eingesetzten Versuchslabel nicht starker als 5% hemmen kann.

Um osmotische Effekte ausschlieRen zu kdnnen (bei der Bestimmung der Hemmkurven wurden
die potentiellen Inhibitoren bis zu 31,6 mM eingesetzt), wurde der Einflul3 von Mannitol als
osmotisches Agens auf défiG]Gly-Sar-Transport bis zu 100 mM getestet und festgestellt, dafi?
der Dipeptidtransport davon ungestort bleibt (sidhb. 12).
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Abb. 12: Einfluz von Mannitol (bis 100 mM) und Glycin (bis 31,6 mM) auf die
Aufnahme von [*C]Gly-Sar. (Passagen 9-11, 13, 40; Versuchspuffer pH=6,0 mit
10 uM [*C]Gly-Sar und angegebener Inhibitorkonzentration) (n=4)

3.1.1.4 Bestimmung der optimalen Anzahl ausgesater Zellen auf Transwefls

Fur die Versuche zur Flux-Bestimmung wurde getestet, ob auf die in der Literatur [63] beschrie-
bene Kollagenierung der Polycarbonatfilter verzichtet werden kann, um unndtige Kontaminie-

rungsmoglichkeiten zu vermeiden. Dazu wurde das Wachstum der Caco-2-Zellen in Trans-
wells® mit 6 verschiedenen Anfangszelldichten zwischen 40 000 und 360 000 Zellen/Filter 17

Tage makroskopisch und mikroskopisch verfolgt. Es konnte festgestellt werden, daf die Caco-
2-Zellen auch direkt auf den Polycarbonatfiltern ohne vorherige Behandlung mit Rattenkollagen

wachsen. Bei geringerer Zellzahl sind die Zellen fester im Filtermaterial verankert (es schwim-

men kaum abgestol3ene Zellen im Kulturmedium), es dauert aber mit abnehmender Zellzahl
langer bis zur Konfluenz und damit bis zum Beginn der Differenzierung. Daraus ergab sich die
unter den angewendeten Kulturbedingungen optimale Anfangszelldichte von 200 000 Zellen pro
Transwelf.

3.1.1.5 Dichtigkeit der Caco-2-Zellschicht in Transwell§

Um zu Uberpriifen, ob die Caco-2-Zellen auf den Polycarbonatfiltern in den Trafiseiells
,dichtes* Epithel ausbilden, das heit, daR keine unphysiologischen Offnungen verblieben sind,
wurde der Flux von*fC]Mannitol durch die Caco-2-Zellschicht bestimmt. Dazu wurde im Do-
nator 5 M f*C]Mannitol angeboten und {iber 2h der Konzentrationsanstieg im Akzeptor ver-
folgt. Es konnte festgestellt werden, dal3 0,07+0,002 %/(cm?*h) bezogen auf die angebotene
[**C]Mannitolmenge in den Akzeptor Ubertritt, was einem Permeationskoeffizienten von
3*10°m/s entspricht. Unter den gleichen Versuchsbedingungen ergab sicHGj®ly-Sar

nach 30 uM Angebot ein Permeationskoeffizient von 57*h0s, so daR von einem ,dichten®
Zellrasen ausgegangen werden kann.
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3.1.1.6 Uberpriifung der Versuchspufferkapazitat nach Zugabe der Inhibitoren

Zur Bestimmung der Aufnahmehemmung vofC|Gly-Sar durch potentielle Inhibitoren wur-

den letztere zum Teil bis zu einer Konzentration von 31,6 mM zugesetzt, so dal3 Gberprift wer-
den multe, ob die Pufferkapazitat des Versuchspuffers ausreicht. Bei 5 Verbindungen muf3te der
pH-Wert durch Zugabe von Tris korrigiert werden (bei Cefpirom, Cefotaxim, Cefepim, Cefixim
und Cephalexin). Alle ander@alLactame lieRen den pH-Wert unverandert. Bei den Versuchen
zur Flux-Bestimmung wurden die Cephalosporine und Penicilline nur in einer Konzentration
von 1 mM eingesetzt, der pH-Wert mul3te bei keiner Verbindung korrigiert werden.

3.1.1.7 Stabilitat der Versuchslosungen wéhrend der Versuche und bis zur HPLC-
Analytik

Als Vorraussetzung zur HPLC-Analytik war es notwendig zu klaren, wie stabil die zu untersu-
chenden Substanzen in den Versuchspuffern sind. Es wurde dabei festgestellt, B3aBceie
tamantibiotika bei Zimmertemperatur Gber 10 Stunden unverandert nachweisbar waren,
wéahrend bei 37°C nach 4 Stunden ein maximaler Verlust von 7,4% im Vergleich zur Ausgangs-
konzentration zu verzeichnen war. Deshalb wurde fir jeden Versuch der zu vermessende
Standard den Versuchstemperaturbedingungen ausgesetzt. Um eventuelle Zersetzungen innel
halb des Modellsystems auszuschlieRen, wurden die Antibiotikagehalte am Versuchsende im
Donator und Akzeptor sowie in den Modellmembranen bestimmt, deren Summe nie kleiner als
85% ausfliel. Nur fur Cefuroximaxetil konnte festgestellt werden, dal3 es zum Teil in den Caco-
2-Zellen zu Cefuroxim umgesetzt wurde, so dal3 zur Bestimmung der Permeationsrate die
Gehalte an Cefuroxim und Cefuroximaxetil addiert wurden.

Da die Proben zum Teil nicht sofort nach Versuchsende vermessen werden konnten, wurden sie
bis zu 7 Tagen bei —21°C aufbewahrt und kurz vor der Analyse wieder aufgetaut. Diese Me-
thode fuihrte zu keinen mel3baren Verlusten.

3.1.2 Bestimmung der Affinitdt von 23 strukturell verschiedenen -Lactamantibiotika

zum H'/Peptid-Symporter PEPT1

Es wurde fur 20 Cephalosporine und 3 Penicilline (chemische Struktureaieh8) getestet,

in welchem Ausmal sie von PEPT1 als Substrat erkannt werden. Dafir stand nur eine indirekte
Methode zur Verfiigung. Es wurde die Aufnahme VB&]Gly-Sar in die Caco-2-Zellen nach
Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen an potenstiellen Hemmstdffactaémanti-
biotika) gemessen. Durch nichtlineare Regression mittels Gleichung (4) wurden die Hemmkur-
ven ermittelt, die inrAbb. 13 dargestellt sind. Zur Vergleichbarkeit der Versuche untereinander
wurden die aufgenommeneli€]Gly-Sar-Mengen in Prozent angegeben bezogen auf die Kon-
trollbestimmungen ohne Zusatz von Hemmstoff und gegen die eingesetzten Inhibitorkonzen-
trationen aufgetragen. Die notwendigen Inhibitorkonzentrationen zur SenkurlgGjény-Sar-
Aufnahme auf 50% (1) wurden mit Gleichung (5) in die Hemmkonstantemiiigerechnet als
substrat-(f*C]Gly-Sar)-unabhéngiges MaR fiir die Affinitat der Hemmstoffe zum Transport-
protein. Die Kurvenverlaufe sind bis maximal 31,6 mM durch Mel3werte gesichert, dariber -
hinaus handelt es sich um Schatzungen. Infolge von schlechter Léslichkeit waren zum Teil nur
kleinere Konzentrationen mdglich: 15 mM bei Cefixim, 10 mM bei Cyclacillin, Cefaclor, Ce-
phalotin, Cephapirin und Ceftazidim und 5 mM bei Ceftibuten und Cefuroximaxetil. Die aus
den Mel3daten errechnetensthd inTab. 3 aufgelistet.
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Abb. 13: Einflu3 potentiellen Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen auf die
Aufnahme von [*C]Gly-Sar in Caco-2-Zellen. Die Hemmkurven wurden mit Glei-
chung (4) durch nichtlineare Regression ermittelt. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden
die Hemmkurven der 23 untersuchten Substanzen in 4 Diagrammen aufgetragen (siehe
auch nachste Seite). (Passagen 9-55; Versuchspuffer pH=6,0 mit 18'ClGIy-Sar

und angegebener Inhibitorkonzentration) (n=4)
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Fortsetzung Abb. 13

Am besten konnten Ceftibuten und Cyclacillld]Gly-Sar von PEPT1 verdréngen. Sie sind
etwa doppelt so affin wie Gly-Sar. Etwa 10-20 mal weniger affin als Gly-Sar sind die oral an-
wendbaren Cephalosporine Cefadroxil, Cephradin, Cefaclor, Cefuroximaxetil, Cefixim und Ce-
phalexin und das Penicillin Ampicillin sowie die parenteral anwendbaren Cephalosporine Ce-
famandol und Cephalotin. Die;KVerte liegen zwischen 7 und 14 mM. Unter @lebactaman-
tibiotika mit Ki-Werten tber 20 mM befinden sich ausschliel3lich parenteral anwendbare. Mit
aufsteigenden KWerten ergibt sich in dieser Gruppe folgende Reihenfolge: Cephapirin, Cefo-
dizim, Cefuroxim, Cefmetazol, Ceftazidim, Benzylpenicillin, Ceftriaxon, Cefpirom, Cefotaxim,
Cefepim, Cefaloridin und Cefsulodin.



-35 -

3.1.3 Bestimmung des transepithelialen Flux von 23 strukturell verschiedenefrLactam-
antibiotika durch Caco-2-Zellen
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Abb. 14: Permeation von 23-Lactamantibiotika aus dem Donator durch die Caco-
2-Zellschicht in den Akzeptor. Die Anstiege der linearen Regressionen dienen zur
Fluxbestimmung mittels Gleichung (8) (r>0,9279) (Passagen 49-81; Versuchspuffer im
Donator pH=6,0 mit 1 mMs-Lactamantibiotikum; Versuchspuffer im Akzeptor pH=7,5)
(n=4)

Die an Hand der Aufnahmehemmung voiC|Gly-Sar ermittelten Affinitaten de-Lactaman-
tibiotika sagen nichts Gber das Ausmald und die Geschwindigkeit ihrer Aufnahme in die Caco-2-
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Zellen aus. Deshalb wurde als weiterer Parameter zur Beurteilung des Aufnahmemechanismus
der transepitheliale Flux durch die Caco-2-Zellschicht bestimmt. Dazu wurde zu verschiedenen
Zeiten analysiert, welche Konzentration das jeweilige Antibiotikum im Akzeptor erreicht hat,
nachdem im Donator jeweils 1 mM angeboten wurddih. 14 zeigt die zeitlichen Konzentra-
tionsverlaufe und die linearen Regressionen zur Ermittlung der Fluxe. Zur besseren Anschau-
lichkeit wurden die3-Lactamantibiotika in der Abbildung so gruppiert, dal3 die Permeationsra-
ten gleiche GrofRenordnungen aufweisen. Die unterschiedliche Ordinateneinteilung ist dabei zu
beachten. Die Fluxe wurden mit Gleichung (8) berechnetpiactamantibiotika kdnnen hin-
sichtlich ihres Fluxes durch die Caco-2-Zellschicht in drei Gruppen eingeteilt werden. Die Ver-
treter mit gréBeren Fluxen [ve¥,5 nmol/(cm?*h) biss2,5 nmol/(cm?*h)] sind der Grdél3e nach
Cefadroxil, Cefuroximaxetil, Cyclacillin, Ceftibuten, Cephalexin, Cefamandol, Cephradin, Ce-
faclor und Ampicillin. Den mittleren Bereich bilden Cefixim, Benzylpenicillin, Cephapirin und
Cefmetazol mit Fluxen vor1,2 nmol/(cm?*h) bis~0,8 nmol/(cm?*h). Die dritte Gruppe mit
Fluxen bis~0,4 nmol/(cm?*h) setzt sich aus Cefsulodin, Cefuroxim, Cefodizim, Cefaloridin,
Ceftriaxon, Cephalotin, Cefotaxim, Ceftazidim, Cefepim und Cefpirom zusammen. Die genauen
Fluxe sind deifab. 3 zu entnehmen.

In dieser Tabelle sind die aus den MelRwerten errechneten Hemmkonstanied Kluxe
enthalten. Angegeben sind die sich aus der Berechnung ergebenden Standardfehler. Zuséatzlicl
sind diep-Lactamantibiotikagehalte (fembran @ufgefuhrt, die nach 2 Stunden Versuchsdauer in

der Zellschicht pro Filter gemessen wurden. Diese liegen bei den oral anwendbaren
Cephalosporinen um eine 10-er Potenz héher als die der parenteral zur Verfligung stehenden. In
Unterschied dazu sind die Membrangehalte der oral anwendbaren Penicilline mit denen der
besseren parenteralen Cephalosporine vergleichbar. Diesen experimentellen Daten sind die
Strukturformeln der Verbindungen und die Bioverfluigbarkeiten -soweit bekannt- und die sich
daraus ergebenden Applikationen gegenubergestellt.

Tab. 3: Gegentberstellung der Hemmkonstanten am PEPTL, der transepithelialen Fluxe
der B-Lactamantibiotika und der Zellkonzentrationen je Filter nach 2h mit den
Strukturformeln [112] und der durch die Bioverfugbarkeit [136, 156, 161, 198] bedingten
Applikation [129]

K C Applikation
Name Strukturformel ! Jma Membran | (Bjoverfiig-
[mmol/l] | [nmol/cm2*h] | [nmol/cm2*2h] barkeif)
COOH
o
_ RENIPN Oral
Ceftibuten A H \ NH[EJ 0,34+0,03 38+04f 10,7%+13 (84%)
“~._COOH
° COOH
. o NN CHg Ol’a|
Cyclacillin HEF 05%005| 52%02| 10%01 700
COOH
HO 9 CH
_ NI , Oral
+ + .
Cefadroxil mm- H);f 72408 | 70£06| 123%0f rod.
NH,
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K. Applikation
Name Strukturformel | Jmoa Chtembran (Bioverflig-
[mmol/] [nmol/cm2*h] | [nmol/cm?*2h] barkeif)
COOH
N Parentera
Cefamando] i )jAS 81+08 | 32%02| 02%0,1
CA T L e (1%
OH N=N
COOH
Cephradin ©\/ﬁ Eﬁ;f 98+12 | 28+04| 7,2+04 (~?(;8<|%)
COOH
Cefaclor @J Eﬁj >10611) | 25402 | 5903/ ?Org('%)
NH _
H3C\r0\n/CH3
Cefuroxim- o Y ij\ ) ) Oral
aetil 75§ tgﬁ”" ve | 25612 1 59403 69408 | (40-50%)
NH S
N. o-CHy :
COOH
{ o CH=CH, Oral
Cefixim " qu EF 1241 | 1,2+02| 24%0.2 (40_;)%%)
Toon
COOH o]
Cephalotin | 5§ \\EF >10 (14) | 0,24 +0,01] 0,07 * 0,03P?L‘;Q/Esra
COOH
Cephalexin @J EF 144%24| 33%04| 5307 (:;r;}o)
NH =
COOH
Ampicillin @ QEFS 145+17| 21+04| 0,320, 8(30023%)
. i
COOH
Cephapirin O/V [b” >10 (20) | 0,90 £0,04 0,19 +0,00 Parentefal
Cefodizim | ijﬁ% E@A\N 22+3 | 0,30+0,02 0,28+0,d7 Parenteral
N_ /CH3
COOH "
COOH [e]
[e]
cefuroxim | CI_1 | J 7™ | 26:x4 |031£00] 012+ o,c1p?i‘i[,‘/fsra
N. .CHs

* zum Teil als Cefuroxim gemessen
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K. Applikation
Name Strukturformel | ‘Jm—>a2* CMembzian (Bioverflig-
[mmol/l] [nmol/cm2*h] | [nmol/cm?*2h] barkeif
COOH
Cefmetazol| - Cvs\; b * o 28+3 | 0,75+0,12 0,12+0,02 Parentgral
3Hc N/N
00
EN WF
H2N4<\ \ (\)\ h N/Bﬁ N\\
Ceftazidim LEF J >10 @40) | 0,25 + 0,07 0,17 + o,ozp?ii%ra
H,C——CH,
COOH
B | . o COOH
enzylpeni N s -
cillin @\;Nﬁgﬁg% >30 #40) | 1,3+0,05 n.n. Parenteral
Ceftriaxon *1» EbAF " | >30 £40) | 0,26 0,03 0,17 + 0,03'3?2‘?,;?6‘
. a
Cefpirom %L jﬁ >30 (45) | 0,10£0,02 0,17 +0,0p Parentefal
N /CH3
, . Parentera
Cefotaxim %LNH EQA >10 (:50) | 024002 0,10£0,08 T 008
CH3
Cefepim H N%IHL )Jﬁ >30 70) | 0,16 = 0,02 n.n. Parenterpl
N\ _CH3
.- Parentera
Cefaloridin 0 N )j” >30 100)| 0,29 £ 0,08 0,12 +0,0L (<5%)
Cefsulodin | [ ] 1 [@” 10 .. |>30&150)|0,38+0,06 0,16 +0,06 Parentefal
EAR I
SO:H [e]

3.1.4 Charakterisierung des Einflusses von Zink- und anderen Schwermetall-lonen auf
den H'/Peptid-Symporter PEPT1

3.1.4.1 Vergleich der akuten Hemmung der {*C]Gly-Sar-Aufnahme durch Zinkchlorid
und Zinksulfat

Am Beispiel von Zink sollte der Einflul3 von Schwermetall-lonen, die mit der Nahrung in Spu-
ren aufgenommen werden, auf den intestinal&@P&ptid-Symporter tberpriift werden. Um aus-
schlieen zu kdnnen, dal3 eventuell auftretende Effekte durch die Anionen der Schwermetall-
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salze hervorgerufen werden, wurden zum Vergleich die Hemmkonstanten fir Zinkchlorid und
Zinksulfat durch Ermittlung der Hemmung de¥G]Gly-Sar-Aufnahme durch zunehmende
Zink-lonenkonzentrationen bestimmt. Abb. 15 sind die in die Caco-2-Zellen aufgenommenen
Stoffmengen an'{C]Gly-Sar bezogen auf den Proteingehalt der Zellen gegen die zugesetzte
Zink-lonenkonzentration dargestellt.

2

H
ol
o

U1
o

| m Zinksulfat (K=0,146 mM)

o Zinkchiorid (K=0,157 mM)
O“I_| b UL L L R LR LR
0 0.01 0.1 1 10

Zink-lonenkonzentration (mM)

Aufnahme von [14C]Gly-Sar
(pmol/mg Protein)
H
o
O

Abb. 15: EinfluR von Zinksulfat bzw. Zinkchlorid auf die Aufnahme von [*C]Gly-
Sar. Die Hemmkurven wurden mit Gleichung (4) mittels nichtlinearer Regression
bestimmt. (Passagen 65-68; Versuchspuffer pH=6,0 mit 10'{0Igly-Sar und
angegebener Inhibitorkonzentration) (n=4)

Es konnte gezeigt werden, dal3 sowohl Zinksulfat als auch Zinkchlorid die Aufnahme von
[*“C]Gly-Sar hemmen. Die MeRwerte weichen nicht signifikant voneinander ab, so daR der
Hemmeffekt allein auf die Zink-lonen zurtickzufiihren ist. Im Folgenden wird flr Zink-lonen
eine Hemmkonstante;&150 uM (aus den I§g mit Gleichung (5) errechnet) angewendet.

3.1.4.2 EinfluR der Vorbehandlung der Caco-2-Zellen mit 1 mM Zinksulfat auf die Auf-
nahme von [“C]Gly-Sar

Im Vergleich zur akuten Aufnahmehemmung vofC[Gly-Sar durch die gleichzeitige Gabe

von Zink-lonen wurde Uberpruft, welchen Einflul3 eine Vorbehandlung der Caco-2-Zellen mit
1mM Zinksulfat auf die nachfolgende Aufnahme vdfC]Gly-Sar ausiibt. Dazu wurden die
Zellen bis zu 3 h mit 1 mM Zinksulfat enthaltenden Versuchspuffer pH=7,5 inkubiert. Um ab-
schétzen zu kdnnen, welchen Anteil am resultierenden Effekt die Behandlung mit Versuchspuf-
fer hat, der vom Kultivierungsmedium in seiner Zusammensetzung abweicht, wurden parallel
dazu Caco-2-Zellen mit reinem Versuchspuffer pH=7,5 inkubiebln 16 ist die prozentuale
[*“C]Gly-Sar-Aufnahme bezogen auf di¥'¢]Gly-Sar-Aufnahme ohne Vorbehandlung gegen
die Vorbehandlungszeit aufgetragen.



-40 -

S

= 10

N % i

>

Q 75

O

S

[

S 507

=

é—é 25| _m ohne Zink

5 —— mit Zink

< O T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Vorbehandlungszeit (min)

Abb. 16: Aufnahmehemmung von }*C]Gly-Sar durch Vorbehandlung der Caco-2-

Zellen mit 1mM ZnSO, im Vergleich zur gleichen Vorbehandlung ohne ZnS@

Die 10min-Werte sind um 2 min nach links bzw. nach rechts verschoben, um das Uber-
einanderliegen zu verdeutlichemif Zink: Vorbehandlung der Caco-2-Zellen mit 1mM
ZnSQ, enthaltenden Versuchspuffer pH=7,5 im Inkubator in der angegebenen Zeit; Auf-
nahmeversuch mit Versuchspuffer pH=6,0 mit 10 Hf€]Gly-Sar ;ohne Zink:Vorbe-
handlung der Caco-2-Zellen mit Versuchspuffer pH=7,5 im Inkubator in der angegebe-
nen Zeit; Aufnahmeversuch mit Versuchspuffer pH=6,0 mit 10 {{®]Gly-Sar ) (Pas-
sagen 78-79) (n=4)

Es stellte sich heraus, dalR sich die Vorbehandlung der Caco-2-Zellen mit 1 mM Zinksulfat
hemmend auf die"{C]Gly-Sar-Aufnahme auswirkt. Auch die Vorbehandlung mit Versuchspuf-

fer pH=7,5 beeinfluRt die*{C]Gly-Sar-Aufnahme negativ, aber in viel geringerem AusmaR.
Dies macht sich ab 30 min deutlich bemerkbar. Mit zunehmender Vorbehandlungszeit nimmt
die [**C]Gly-Sar-Aufnahme ab und erreicht nach 3 h nur noch etwa 46% der aufgenommenen
Menge ohne Vorbehandlung. Etwa ein Viertel der Hemmung verursacht dabei die Vorbehand-
lung mit Versuchspuffer pH=7,5 als Ersatz fiir das normale Kulturmedium. Die mel3bare Hem-
mung durch Vorbehandlung ist aber bedeutend geringer als die akute Hemmung durch gleich-
zeitigen Zusatz von 1 mM Zinksulfat wahrend des Aufnahmeversuches, wodurch nur noch etwa
28% [“C]Gly-Sar in die Caco-2-Zellen aufgenommen werden kénnen (siehe Kap. 3.1.4.3).

3.1.4.3 Ermittlung der Hemmung der [*C]Gly-Sar-Aufnahme durch Zink-, Kupfer-,
Cobalt-, Mangan(ll)-, Nickel- und Eisen(ll)-lonen jeweils 150 pM und 1 mM

Im Weiteren wurde die*{C]Gly-Sar-Aufnahmehemmung durch Zink-lonen mit der Hemmung
durch Cobalt-, Eisen(ll)-, Kupfer-, Mangan(ll)- und Nickel-lonen verglichen. Dazu wurden die
Salze der zweiwertigen Metalle 150 uM (Hemmkonstante von Zink-lonen) und 1 mM einge-
setzt.Abb. 17 zeigt die prozentuale Hemmung d&id]Gly-Sar-Aufnahme durch die verschie-
denen lonen (ungehemmte Aufnahme VBE]Gly-Sar =100%). Es stellte sich heraus, daf nur
Kupfer-lonen den{'C]Gly-Sar-Transport in die Zellen stérker als Zink-lonen (etwa Faktor 2)
hemmen. Nickel-lonen verursachen in einer Konzentration von 1mM nur eine Hemmung auf
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etwa 75%. Fur Eisen(ll)-lonen deutet sich ein Hemmpotential an, das sich erst in hdheren Kon-
zentrationen deutlicher bemerkbar machen wird. Fur Cobalt- und Mangan(ll)-lonen zeichnet
sich keine Wechselwirkung mit PEPT1 ab, die eine Aufnahmehemmung eines Substrates von

PEPT1 verursacht.
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Abb. 17: Einflu3 von verschiedenen Schwermetall-lonen auf die Aufnahme von
[**C]Gly-Sar. (Passagen 69-77, 115; Versuchspuffer pH=6,0 mit 10 {®|Gly-Sar
und angegebenen Inhibitorkonzentrationen) (n=4)

3.1.4.4 Nachweis der Additivitat der Hemmung der [“C]Gly-Sar-Aufnahme durch Zink-
lonen und Ceftibuten

N
o
)

Aufnahme von [14C]Gly-Sar
(nmol/mg Protein)
H
o
O

Kontrolle Zn cbu Zn + cbu

Abb. 18: Additivitat der [ **C]Gly-Sar-Aufnahmehemmung durch Zinksulfat (Zn)
und Ceftibuten (cbu). (Passage 79, Versuchspuffer pH=6,0 mit 10 {f€]Gly-Sar,
150 uM Zinksulfat und/oder 300 uM Ceftibuten) (n=3)

Um herauszufinden, wie sich die Aufnahme vBI€]Gly-Sar verandert, wenn ein Cephalospo-
rin und Zink-lonen um PEPT1 konkurrieren, wurde jeweils die Aufnahme ¥a@jdly-Sar
gemessen, wenn (a) 10 pMg]Gly-Sar, wenn (b) 10 uMfC]Gly-Sar und 150 uM Zinksulfat,
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wenn (c) 10 pM TC]Gly-Sar und 300 pM Ceftibuten und wenn (d) 10 p¥CIGly-Sar,

150 pM Zinksulfat und 300 uM Ceftibuten im Versuchspuffer pH=6,0 enthalten waren. Die in
Abb. 18 dargestellten Saulen veranschaulichen die in die Zellen aufgenomm&iSiy-Sar-
Mengen bezogen auf den Proteingehalt der Zellen. Wie erwartet hemmen Zinksulfat und
Ceftibuten einzeln die*{C]Gly-Sar-Aufnahme (Zinksulfat auf etwa 45% und Ceftibuten auf
etwa 62%). Durch Kombination beider konnte ihre Hemmwirkung noch verstarkt werden, es
konnten nur noch etwa 33%€]Gly-Sar in die Caco-2-Zellen gelangen.

3.1.4.5 Bestimmung der Glycylsarkosin-Aufnahmekinetik mit und ohne Zink-lonen-
Zugabe

Um die Wechselwirkung von Zink-lonen mit dem PEPT1 genauer charakterisieren zu kdnnen,
wurde die Kinetik der Gly-Sar-Aufnahme mit und ohne Zugabe von Zinksulfat bestimmt. Das
heiRt, es wurde gemessen, wieviel von 10 31@]Gly-Sar bei steigender Gly-Sar-Konzentra-
tion in die Caco-2-Zellen aufgenommen wird in An- und Abwesenheit von 150 uM Zinksulfat.
Die [*C]Gly-Sar-Aufnahme wurde um den diffusiblen Anteil korrigiert (siehe Kapitel 2.2.3),
um auf die insgesamt in die Zellen aktiv aufgenommene Gly-Sar-Menge zu schlie®éb. In

19 ist dieser korrigierte Gly-Sar-Gehalt in den Caco-2-Zellen in Abhangigkeit von der angebo-
tenen Gly-Sar-Konzentration dargestellt. Die Aufnahmekurve wurde mittels Michaelis-Menten-
Gleichung (6) den Mel3punkten bestmoglich angepalt.
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Abb. 19: Gly-Sar-Aufnahmekinetik mit und ohne Zinkzusatz. Die Aufnahmedaten
sind um den diffusiblen Anteil korrigiert. Einschub: Eadie-Hofstee-Diagramm
(V=Aufnahmerate von Gly-Sar (umol/(mgProtein*10min)); S=angebotene Gly-Sar-
Konzentration (mM). Die Kurvenanpassung erfolgte mit Gleichung (6) bzw. lineare
Regression &ntroe=0,968; £ink=0,883). (Passagen 67-68; Versuchspuffer pH=6,0 mit
10 uM [C]Gly-Sar und angegebener Gly-Sar-Konzentration) (n=4)

Sowohl aus der Aufnahmekurve erhalten aus Michaelis-Menten-Gleichung (6) als auch aus der
linearen Regression im Eadie-Hofstee-Diagramm ergab sich, dal3 durch Zink-lonenzugabe die
maximale Aufnahmegeschwindigkeit,¥ nahezu unbeeinfluf3t bleibt (siehab. 4).



-43 -

Tab. 4: Vergleich der Auswertungen nach Michaelis-Menten und Eadie-Hoffstee

Michaelis-Menten Eadie-Hoffstee
(umol/(\érgli)r(g?gtirglflomin)) 10,8+0,3 11,0+1,2
(umol/(m\éggﬁgiﬂrkn*lomin)) 11,8+0,6 11,1 +4.1
hte 1,240,1 1,1+0,2
}:ngﬁ,l'”)k 2,6 +0,3 22411

3.1.4.6 Ermittlung der Fluxbeeinflussung ausgewahlter Cephalosporine durch Zink-
lonen

Mit den bisherigen Versuchen wurde nachgepruft, inwiefern Zink-lonen und andere Schwer-
metall-lonen mit PEPT1 in Wechselwirkung treten und dadurchti@Gly-Sar-Aufnahme
beeintrachtigen. Im Folgenden wurde getestet, ob der Cephalosporintransport durch Zink-Zusatz
gestort wird. Dazu wurde der transepitheliale Flux der Cephalosporine mit und ohne Zink-Zu-
satz durch die Caco-2-Zellschicht bestimmt.

N cdr
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Abb. 20: Einflu3 der Zugabe von Zinksulfat auf den Flux von Cefadroxil (cdr), Ce-
furoximaxetil (cefua), Cephalexin (cph) und Cephalotin (clot).Links: zeitlicher Kon-
zentrationsverlauf im AkzeptoRechts:aus den Anstiegen (r>0,968) mittels Gleichung
(8) errechnete Fluxe. (Passagen 81-89; Versuchspuffer im Donator pH=6,0 mit 1 mM
Cephalosporin mit bzw. ohne 1 mM Zinksulfat; Versuchspuffer im Akzeptor pH=7,5)
(n=4)

Stellvertretend fir die bisher betrachtepehactamantibiotika wurden Cefadroxil und Cephale-

xin als Cephalosporine mit einer freien Aminogruppe und einer freien Carboxylgruppe, Cepha-
lotin als Cephalosporin mit einer freien Carboxylgruppe und Cefuroximaxetil als Cephalosporin
ohne freie Aminogruppe und ohne freie Carboxylgruppe ausgewdahlt. Die Permeationsraten
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wurden jeweils nach 1 mM Angebot an Cephalosporin im Donator (pH=6,0) nach 0 bis 120 min

im Akzeptor (pH=7,5) bestimmt. Parallel dazu wurden die Permeationsraten auf gleiche Weise
ermittelt, jedoch wurde dem Donator noch 1 mM Zinksulfat zugeset&tbtn 20 sind die Re-

sultate gezeigt. Im linken Diagramm sind die gemessenen Konzentrationen im Akzeptor gegen
die Zeit aufgetragen. Die durch lineare Regression ermittelten Anstiege fuhren mittels Glei-

chung (8) zu den rechts abgebildeten Fluxen. Es ist erkennbar, daf} die Fluxe von Cefadroxil,
Cephalexin und Cephalotin durch den Zink-lonenzusatz um mehr als ein Drittel gesenkt wur-

den, wahrend der Flux von Cefuroximaxetil nahezu unbeeinflu3t bleibt (Unterschied ist nicht

signifikant).

3.2 Untersuchungen zur passiven Diffusion

Mit den bisher dargestellten Versuchen wurde der aktive Transportmechanisnfisfactam-

antibiotika mittels H/Peptid-Symporters PEPT1 in Enterozyten charakterisiert. Da bei der

Mehrzahl dei3-Lactamantibiotika die passive Diffusion als Permeationsmdglichkeit im Vorder-

grund steht, sollte im Folgenden dieser Weg durch kinstliche und biologische Membranen un-

tersucht und eine Méglichkeit getestet werden, die passive Diffusion zu begtnstigen. Dazu wur-
den 3 Cephalosporine ausgewahlt, die zu PEPT1 keine Affinitdt aufweisen und sich in ihrer
molekularen Struktur unterscheiden:

» Cefodizim ist mit einer 2-(2-Amino-4-thiazoyl)-2-methoxyiminoacetamido-Gruppe in Po-
sition 7 und mit einer [5(Carboxymethyl)-4-methyl-2-thiazolyl]-thio-methyl-Gruppe in Po-
sition 3 substituiert und enthalt somit zwei saure Carboxylgruppen und eine basische Ami-
nothiazolgruppe.

» Cefpirom ist ebenfalls mit einer 2-(2-Amino-4-thiazoyl)-2-methoxyiminoacetamido-Gruppe
in Position 7 substituiert, so dal3 eine basische Aminothiazolgruppe im Molekil enthalten
ist. Die quarternare Ammoniumstruktur der (2,3-Trimethylenpyridinio)-methyl-Gruppe In
Position 3 kann mit der sauren Carboxylgruppe des Cephem-Grundkérpers ein Zwitterion
ausbilden.

» Cefuroxim ist in Position 7 mit einer 2-(2-Furyl)-2-methoxyiminoacetamido-Gruppe und in
Position 3 mit einer Carbamoyloxymethylgruppe substituiert und hat damit eine saure Car-
boxylgruppe im Molekaul.

Als charakteristische Grol3en wurden die Verteilungskoeffizienten im n-Octanol-Puffer

(pH=7,5)-System und die Permeationskoeffizienten an Hand von Modellen mit kinstlichen

bzw. biologischen Membranen bestimmt.

Da die 3 Testcephalosporine keine Substrate von PEPT1 sind, ist die passive Diffusion der

wahrscheinliche Mechanismus, der dem transepithelialen Flux durch die Caco-2-Zellschicht zu

Grunde liegt (siehe Kap. 3.1.3), so dal3 die zu bestimmenden Koeffizienten an Hand ausge-

wahlter Versuche jeweils in Versuchspuffern pH=6,0 und pH=7,5 durchgeflhrt und miteinan-

der verglichen wurden.

3.2.1 Bestimmung der Verteilungskoeffizienten
Im n-Octanol-Puffer (pH=7,5)-System

Die Verteilungskoeffizienten der Testsubstanzen im n-Octanol-Puffer (pH=7,5)-System wurden
als Mal3 fur die Lipophilie bestimmt, die einen entscheidenden Einflul3 auf die Diffusion hat. Es
wurde die Verteilung der ausgewahlten Cephalosporine allein oder kombiniert mit verschiede-
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nen Tensiden bestimmt, wobei sich die Auswahl der eingesetzten molaren Verhaltnisse zum
einen nach der Anzahl der sauer bzw. basisch reagierenden Gruppen in den Cephalosporinmole
kiulen richtete und zum anderen nach den kritischen Micellbildungskonstanten (CMC) der Ten-
side. Es wurde mit mindestens jeweils einer Kombination die Verteilung der Cephalosporine in
Gegenwart von Micellen bestimmt.
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Abb. 21: Verteilungskoeffizienten im n-Octanol-Puffer (pH=7,5)-System von
I:Cefodizim (cef), Il:Cefuroxim (cefu) bzw. Ill:Cefpirom (cep) allein oder kombi-

niert mit ausgewahlten Tensiden in unterschiedlichen molaren Verhéltnissen.

Tenside: Benzyltriethylammoniumchlorid (BTC), Benzylcetyldimethylammoniumchlo-
rid (BCDC), Cetyltrimethylammoniumbromid (CTB), Lauryltrimethylammoniumbromid
(LTB), N-Cetylpyridiniumbromid (NCP), Desoxycholat-Na (DOS) und Taurodesoxy-
cholat-Na (TDOS). Das grolte molare Verhaltnis lag jeweils oberhalb der CMC der
Tenside. (Ausgangskonzentration der Cephalosporine war jeweils 200 pg/ml. n=6)
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In Abb. 21 sind auszugsweise die Verteilungskoeffizienten der in Zusammenarbeit mit Mrestani
(ebenfalls Arbeitsgruppe Neubert, Institut flir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie
in Halle) getesteten Cephalosporin-Tensid-Kombinationen dargestellt, die die grof3ten
Lipophilieveranderungen hervorgerufen haben und deshalb in die nachfolgenden Betrachtungen
eingegangen sind.

Die 3 untersuchten Cephalosporine sind wie [aleactamantibiotika (abgesehen von Prodrugs)
sehr hydrophil, wie es auch die verhaltnismalig kleinen Verteilungskoeffizienten von 0,08 fur
Cefodizim, 0,13 fur Cefuroxim und 0,02 fir Cefpirom zeigen. Mit Cefodizim kombinierte glei-
chionige Zusatze wie z.B. Taurodesoxycholat oder Desoxycholatpn 21 nicht dargestelit)
konnten die Verteilung des Cefodizims zu Gunsten der lipophilen Phase nicht beeinflussen,
wahrend die gezeigten gegenionigen Tenside (e 21/1) die Anreicherung im n-Octanol

zum Teill erheblich steigern konnten. Die Verteilungskoeffizienten wurden bei steigendem mola-
ren Verhaltnis signifikant gréRer auch in Gegenwart von Micellen. In den molaren Verhaltnis-
sen unterhalb der CMC der Tenside konnten die Lipophilie von Cefodizim zwischen 7-fach (in
Kombination mit Cetyltrimethylammoniumbromid, Benzylcetyldimethylammoniumchlorid
bzw. Lauryltrimethylammoniumbromid jeweils 1:2) und 25-fach gesteigert werden (Cefodizim
im Kombination mit Lauryltrimethylammoniumbromid 1:20). In den Kombinationen mit Tensi-
den oberhalb deren CMC kam es zu einer sprunghaften Vergroéf3erung der Verteilungskoeffi-
zienten: bei N-Cetylpyridiniumbromid auf das etwa 85-fache, bei Benzylcetyldimethylammo-
niumchlorid auf das etwa 68-fache und bei Lauryltrimethylammoniumbromid auf das etwa 140-
fache. Nur bei Cetyltrimethylammoniumbromid oberhalb der CMC blieb die Verteilung des
Cefodizims im Vergleich zur Verteilung in Kombination mit den dargestellten Tensiden unter-
halb deren CMC im gleichen Bereich.

Die Kombination des Cefuroxims mit anionischen Tensiden war wie auch beim Cefodizim ohne
Einflu’ auf dessen Verteilung zwischen Puffer (pH=7,5) und n-Octanol. Die kationischen Ten-
side hingegen bewirkten auch hierbei eine konzentrationsabhangige Lipophiliesteigerung flr
Cefuroxim (siehébb. 21/I1), die Unterschiede waren signifikant. Unterhalb der CMC der Ten-
side lagen die Ergebnisse im Bereich von einer 2-fachen Steigerung (Cefuroxim in Kombination
mit Benzylcetyldimethylammoniumchlorid 1:2) bis zu einer 8-fachen Steigerung (Cefuroxim in
Kombination mit N-Cetylpyridiniumbromid 1:10). Oberhalb der CMC von N-Cetylpyridinium-
bromid sank die Lipophilieerhdhung wieder auf das 1,5-fache, wéahrend bei den anderen Tensi-
den die Verteilungskoeffizienten von Cefuroxim weiter zunahmen bis auf das 10-fache.

Bei Cefpirom fiihrten sowohl anionische als auch kationische Tenside zur Lipophilieerhéhung.
In Kombination mit N-Cetylpyridiniumbromid, Desoxycholat-Na und Taurodesoxycholat-Na
wurden die Verteilungskoeffizienten unabhangig von der CMC bei Konzentrationszunahme
signifikant gré3er, wahrend das Vorhandensein von Micellen aus Benzyltriethylammoniumchlo-
rid bzw. Benzylcetyldimethylammoniumchlorid die weitere Zunahme der Lipophilie verhin-
derte. Die Verteilungskoeffizienten von Cefpirom in Kombination mit Tensiden waren zwischen
5-mal (mit N-Cetylpyridiniumbromid 1:2) und 35-mal (mit Taurodesoxycholat-Na 1:10) grol3er.



-47 -

Vergleich der Verteilungskoeffizienten im n-Octanol-Puffer-System bei pH=6,0 bzw. pH=7,5
in der waldrigen Phase

Der Einflu der pH-Verhaltnisse im Puffer (pH=6,0 bzw. pH=7,5) des n-Octanol-Puffer-Sy-
stems auf die Verteilung wurde an Hand der Kombination von Cefodizim mit Lauryltrimethyl-
ammoniumbromid in verschiedenen molaren Verhéltnissen Uberpridbldn22 sind die re-
sultierenden Verteilungskoeffizienten bei pH=6,0 bzw. pH=7,5 jeweils nebeneinander darge-
stellt.
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Abb. 22: Verteilungskoeffizienten bei pH=6,0 bzw. pH=7,5 in der waldrigen Phase
von Cefodizim allein oder kombiniert mit Lauryltrimethylammoniumbromid in
verschiedenen molaren Verhaltnissen

(Ausgangskonzentration des Cefodizims war jeweils 200 pg/ml. n=4)

Die Verteilung des Cefodizims wird in Kombination mit Lauryltrimethylammoniumbromid
auch bei einem pH-Wert pH=6,0 in der waldrigen Phase zu Gunsten der lipophilen Phase ver-
schoben, jedoch ist die Lipophiliesteigerung bei pH=7,5 etwa 1,2-1,5 Mal starker (signifikant).

3.2.2 Bestimmung der Permeationskoeffizienten an Hand des Permeationsmodells mit
Dodecanol-Collodium-Membranen

Permeation bei pH=7,5 im Donatorkompartiment

Mit dem Permeationsmodell, bei dem Donator und Akzeptor durch eine Dodecanol-Collodium-
Membran getrennt sind, stand ein einfaches Modellsystem zur Verfligung, mit dem die Permea-
tion der 3 Testcephalosporine allein und in Kombination mit den oben aufgefiihrten Tensiden
untersucht werden konnte. Bei gleicher Ausgangskonzentration der Cephalosporine wurden die
molaren Verhdltnisse der Tenside variiert. Die jeweils zu verschiedenen Zeiten gemessenen in
die Akzeptoren diffundierten Cephalosporinmengen sind inAd#m 23-25/1 graphisch darge-

stellt. Aus der mittleren Permeationsrate pro Zeit, das heil3t, den Anstiegen der linearen Regres-
sionen, konnten mit Gleichung (10) die Permeationskoeffizienten als Mal3 fir die Membrangan-
gigkeit berechnet werden (sieldb. 23-24/I). Weiterhin sind in derAbb. 23-25/1l1 die
Membrangehalte der jeweiligen Cephalosporine nach 4-stindiger Versuchsdauer dargestellt.
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Abb. 23: Permeation durch und Membrananreicherung nach 4 h in Dodecanol-
Collodium-Membranen von Cefodizim (cef) allein und kombiniert mit Tensiden.

Tenside: Cetyltrimethylammoniumbromid (CTB), N-Cetylpyridiniumbromid (NCP),
Benzylcetyldimethylammoniumchlorid (BCDC) und Lauryltrimethylammoniumbromid
(LTB). Im grol3ten molaren Verhéltnis liegen die Konzentrationen der Tenside jeweils
oberhalb der CMC. (Ausgangskonzentration des Cefodizims war jeweils 200 pg/ml.
n=8)

In Abb. 23 sind die Ergebnisse fur Cefodizim dargestellt. Mit den Versuchen ohne Tensidzusatz
konnte gezeigt werden, dal3 Cefodizim nicht durch oder in die lipophile Membran gelangen
konnte. Auch die Zugabe von Desoxycholat-Na bzw. Taurodesoxycholat-Na &nderte daran
nichts. In Kombination mit Lauryltrimethylammoniumbromid unterhalb dessen CMC konnten
nach 4 h konzentrationsabh&ngig vom Tensid bis zu einer Permeationsrate von 98 pug/cm? Mem-
branflache Cefodizim in den Akzeptor gelangen (bei einem molaren Verhaltnis von 1:40), und
es ergaben sich Permeationskoeffizienten von 0;811€ 3,5*10’ m/s; die Unterschiede sind
signifikant. Oberhalb der CMC sank die Permeationsrate nach 4h wieder auf 26 pg/cmz2, und der
resultierende Permeationskoeffizient war mit etwa 0,91 vergleichbar mit dem des mola-
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ren Verhéaltnisses 1:2. Die Membrananreicherung nach 4h lag bei allen molaren Verhaltnissen
zwischen 150 und 190 ug (das entspricht 3,75 bis 4,75%), eine Konzentrationsabhéngigkeit war
nicht erkennbar.

In Kombination mit Cetyltrimethylammoniumbromid bei einem molaren Verhaltnis von 1:2
diffundierte Cefodizim nach 4 h nur mit einer Permeationsrate von bis zu 6 pg/cm? in den Ak-
zeptor. Oberhalb der CMC des Cetyltrimethylammoniumbromids war gar keine Membranpas-
sage maoglich. Die Membrananreicherung nach 4 h war unterhalb der CMC des Cetyltrimethyl-
ammoniumbromids signifikant grof3er als oberhalb der CMC.

N-Cetylpyridiniumbromid und Benzylcetyldimethylammoniumchlorid konnten fir Cefodizim
weder unterhalb noch oberhalb der CMC die Permeation durch die Membran erméglichen, je-
doch war auch mit diesen beiden Tensiden eine Membrananreicherung zu verzeichnen, die un-
terhalb der jeweiligen CMC signifikant niedriger ausfiel als oberhalb.

Cefuroxim konnte ohne Tensidzusatz in einem geringen Ausmalf’ durch die Dodecanol-Collo-
dium-Membranen diffundieren und war auch geringflgig nach 4 h in der Membran nachweisbar
(sieheAbb. 24). Desoxycholat-Na und Taurodesoxycholat-Na konnten dieses Ergebnis nicht
signifikant verandern. Alle gegenionigen Tensidzuséatze erhohten sowohl das Ausmald der
Membranpassage als auch der Membrananreicherung signifikant. Unterhalb der CMC der Ten-
side war jeweils die Permeationsrate signifikant grof3er (nach 4 h im Bereich von 18 pg/cm? mit
Lauryltrimethylammoniumbromid im molaren Verhaltnis 1:1 bis 42 pug/cm? mit Lauryltrime-
thylammoniumbromid 1:10) als oberhalb der CMC (nach 4 h im Bereich von 4 pg/cm? mit N-
Cetylpyridiniumbromid 1:10 bis 10 pg/cm? mit Benzylcetyldimethylammoniumchlorid 1:10).
Die resultierenden Permeationskoeffizienten lagen zwischen O&#E0fiir Cefuroxim allein

und 14*10"m/s fir Cefuroxim mit Lauryltrimethylammoniumbromid 1:10, so dal maximal
eine 28-fache Permeationssteigerung zu verzeichnen war.

Die Membrananreicherung war in Kombination mit Cetyltrimethylammoniumbromid und Lau-
ryltrimethylammoniumbromid unter- und oberhalb deren CMC nicht signifikant verschieden.
Bei Zusatz von N-Cetylpyridiniumbromid und Benzylcetyldimethylammoniumchlorid war un-
terhalb der CMC der Tenside der grofdte Cefuroximgehalt ( 20 mal grof3er als ohne Zusatz) in
der Membran und signifikant mehr Cefuroxim als oberhalb deren CMC nachweisbar.
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Abb. 24: Permeation durch und Membrananreicherung nach 4 h in Dodecanol-
Collodium-Membranen von Cefuroxim (cefu) allein und kombiniert mit Tensiden
Tenside: Cetyltrimethylammoniumbromid (CTB), N-Cetylpyridiniumbromid (NCP),
Benzylcetyldimethylammoniumchlorid (BCDC) und Lauryltrimethylammoniumbromid
(LTB). Im grol3ten molaren Verhéltnis liegen die Konzentrationen der Tenside jeweils
oberhalb der CMC. (Ausgangskonzentration des Cefuroxims war jeweils 200 pg/ml.
n=8)

Wie in Abb. 25 dargestellt, konnte Cefpirom nur in Kombination mit N-Cetylpyridiniumbromid
unterhalb dessen CMC mit einer Permeationsrate von 5 pg/cm? nach 4 h in den Akzeptor gelan-
gen. Daraus resultierte ein Permeationskoeffizient von 0,19+1€ Alle anderen sowohl ka-
tionischen als auch anionischen Tenside verursachten lediglich eine Anreicherung von Cefpirom
in der Membran, wogegen Cefpirom ohne Zusatz dort nicht nachweisbar war. In Kombination
mit Benzylcetyldimethylammoniumchlorid und N-Cetylpyridiniumbromid hatte sich oberhalb
deren CMC signifikant mehr Cefpirom in der Membran angereichert als unterhalb. Mit Benzyl-
triethylammoniumchlorid, Desoxycholat-Na und Taurodesoxycholat-Na war der Unterschied



-51 -

umgekehrt. Die geringsten Membrangehalte verursachten fur Cefpirom Desoxycholat-Na und
Taurodesoxycholat-Na, der groRte Membrangehalt war mit 520 ug Cefpirom in der Kombina-
tion mit Benzyltriethylammoniumchlorid im molaren Verhéltnis 1:1 feststellbar.
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Abb. 25: Permeation durch und Membrananreicherung nach 4 h in Dodecanol-
Collodium-Membranen von Cefpirom (cep) allein und kombiniert mit Tensiden

Tenside: Benzylcetyldimethylammoniumchlorid (BCDC), Benzyltriethylammonium-
chlorid (BTC), N-Cetylpyridiniumbromid (NCP), Desoxycholat-Na (DOS) und Tauro-
desoxycholat-Na (TDOS). Im gré3ten molaren Verhaltnis liegen die Konzentrationen der
Tenside jeweils oberhalb der CMC. (Ausgangskonzentration des Cefpiroms war jeweils
200 pg/ml. n=8)

Vergleich der Permeation bei pH=6,0 bzw. pH=7,5 im Donatorkompartiment

Aus dem gleichen Grund wie beim Verteilungsverhalten im n-Octanol-Puffer-System wurde an
Hand des Permeationsmodells mit kinstlicher Lipidmembran tberpruft, wie sich der pH-Wert
pH=6,0 im Donator auf die Permeation auswirkt, und mit den Ergebnissen bei pH=7,5 vergli-
chen. Dazu wurde wieder stellvertretend die Kombination von Cefodizim mit Lauryltrimethyl-
ammoniumbromid ausgewéhlt jedoch nur in den molaren Verhéltnissen 1:2 und 1:20.

Wie in Abb. 26 dargestellt, ermdglichte die Kombination mit Lauryltrimethylammoniumbro-

mid fir Cefodizim auch bei pH=6,0 im Donator die Diffusion durch die Dodecanol-Membranen

in den Akzeptor, jedoch waren auch bei diesem Modellsystem die Resultate (hier sowohl die
Permeationsraten als auch die Membrangehalte nach 4h) bei pH=7,5 um das 1,2-fache bis 1,5
fache grof3er (signifikant).
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Abb. 26: Permeation durch und Membrananreicherung nach 4 h in Dodecanol-Col-
lodium-Membranen von Cefodizim (cef) kombiniert mit Lauryltrimethylammo-
niumbromid bei pH=6,0 und pH=7,5 im Donator.(Ausgangskonzentration des
Cefodizims war jeweils 200 pg/ml. n=8)

3.2.3 Bestimmung der Permeationskoeffizienten an Hand des Permeationsmodells mit
isoliertem Meerschweinchen-Dinndarm

Permeation bei pH=7,5 im Donatorkompartiment

Fur die Untersuchung der Permeationsbeeinflussung der Cephalosporine durch Tensidzusatz
wurde im Weiteren ein Modellsystem, bei dem Donatoren und Akzeptoren durch isolierte Meer-
schweinchen-Dinndarmsegmente getrennt sind, verwendet. Auch bei diesen Versuchen wurde
der zeitliche Verlauf der Cephalosporinkonzentrationszunahme in den Akzeptoren uberprift,
nachdem in den Donatoren jeweils die gleiche Cephalosporinkonzentration kombiniert mit va-
rierenden Tensidmengen angeboten wurden. InAldn 27-29 sind jeweils die Ergebnisse
dargestellt: Im Teil | die korrigierten Cephalosporinmengen bezogen auf die Membranflache



-B3 -

gegen die Zeit, im Teil Il die aus Gleichung (10) resultierenden Permeationskoeffizienten und
im Teil lll die Gehalte in Schleimhaut und Bindegewebe nach Versuchsende.
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Abb. 27: Permeation durch und Anreicherung nach 3 h in den Darmschichten von
Cefodizim (cef) allein und kombiniert mit Tensiden.Tenside: Cetyltrimethylammo-
niumbromid (CTB), N-Cetylpyridiniumbromid (NCP), Benzylcetyldimethylammonium-
chlorid (BCDC) und Lauryltrimethylammoniumbromid (LTB). Im grof3ten molaren
Verhaltnis liegen die Konzentrationen der Tenside jeweils oberhalb der CMC. (Aus-
gangskonzentration des Cefodizims war jeweils 200 pg/ml. n=8)

Cefodizim (siehéAbb. 27) konnte allein nicht in die Akzeptoren gelangen, jedoch war sowohl

in der Schleimhaut als auch im Binde-und Muskelgewebe 0,5 bzw. 1,1 ug Cefodizim nach 3 h
nachweisbar. Auch an Hand dieses Modellsystems konnten sowohl Desoxycholat-Na als auch
Taurodesoxycholat-Na dieses Ergebnis nicht signifikant verandern. Die 4 getesteten kationi-
schen Tenside ermdglichten alle flr Cefodizim die Diffusion in die Akzeptoren, die unterhalb
der CMC der Tenside ein signifikant groReres Ausmal? erreichte als oberhalb deren CMC. Die
grof3te Permeationsrate erreichte N-Cetylpyridiniumbromid unterhalb der CMC mit etwa
70 pg/cm? Cefodizim nach 3 h, die geringste Permeationsrate war in Kombination mit Cetyltri-
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methylammoniumbromid oberhalb dessen CMC zu verzeichnen mit etwa 16 pg/cm? Cefodizim
nach 3 h, so daR die Permeationskoeffizienten im Bereich von 0,7 bis2,810agen.

Die Anreicherung von Cefodizim in den Darmschichten konnte zum Teil durch die Tenside er-
heblich gesteigert werden, in den Schleimhautstiicken waren die Steigerungen mit allen Tensi-
den signifikant. Lauryltrimethylammoniumbromid im Verhaltnis 1:20 erreichte mit etwa 16 g
Cefodizim das grol3te Ausmald gefolgt von N-Cetylpyridiniumbromid im Verhaltnis 1:2 mit
11 pg. Mit diesen beiden Tensiden war die Anreicherung von Cefodizim in der Schleimhaut
oberhalb der CMC der Tenside geringer als oberhalb. Mit Cetyltrimethylammoniumbromid und
Benzylcetyldimethylammoniumchlorid war es umgekehrt. In den abgetrennten Bindegewebe-
und Muskelschichten war die Steigerung des Cefodizimgehalts durch Kombination mit Tensi-
den aul3er in Kombination mit Cetyltrimethylammoniumbromid 1:20 und mit Benzylcetyldi-
methylammoniumchlorid signifikant. Bei allen Tensiden wirkte sich das Vorhandensein von
Micellen in Bezug auf die Anreicherung in den Bindegewebe-und Muskelschichten nachteilig
aus, aber nur bei Lauryltrimethylammoniumbromid war dieser Unterschied signifikant. Wie
auch in den Schleimhautstticken war auch in den Bindegewebe- und Muskelschichten der Cefo-
dizimgehalt durch Kombination mit Lauryltrimethylammoniumbromid 1:20 am grof3ten mit fast
17 ug gefolgt von N-Cetylpyridiniumbromid 1:2 mit fast 15 ug.

Wie Cefodizim war auch Cefuroxim (sieAdb. 28) bei alleinigem Angebot im Akzeptor nicht

und in den Darmschichten in geringem Ausmalfd nachweisbar. In der Schleimhaut ist der Gehalt
signifikant hdher als in den Bindegewebe-und Muskelschichten. Im Gegensatz zu den Gallen-
salzen Desoxycholat-Na und Taurodesoxycholat-Na konnten die kationischen Tenside fiur Ce-
furoxim die Permeation durch die Darmschichten erméglichen, wobei sich bei diesen Zusatzen
die Micellbildung nachteilig bemerkbar macht (signifikant). Das grof3te Ausmald der Cefur-
oximpermeationsrate rief Lauryltrimethylammoniumbromid (1:10) mit rund 45 pg/cm? nach 3 h
gefolgt von N-Cetylpyridiniumbromid (1:1) mit rund 35 pg/cm? hervor. Die geringste Permea-
tionsrate wurde auch hier mit Cetyltrimethylammoniumbromid 1:10 erreicht (13 pg/cm? nach
3 h). Die Permeationskoeffizienten lagen somit zwischen 0,6 und 2,0

Die Steigerung der Darmschichtengehalte an Cefuroxim ist nur zum Teil durch Kombination
mit kationischen Tensiden signifikant, in der Schleimhaut mit Cetyltrimethylammoniumbromid
im molaren Verhaltnis 1:10, mit N-Cetylpyridiniumbromid 1:1 und 1:10, mit Benzylcetyldime-
thylammoniumchlorid 1:10 und mit Lauryltrimethylammoniumbromid 1:10 und 1:40; im Binde-
und Muskelgewebe mit Cetyltrimethylammoniumbromid und Lauryltrimethylammoniumbromid

in allen molaren Verhéltnissen. Es deutet sich an, dal3 die Steigerung der Schleimhautgehalte
unabhéngig von der Micellenbildung mit zunehmender Tensidkonzentration grof3er werden,
jedoch sind die Unterschiede nicht signifikant, auch beim Vergleich der Tenside untereinander.
Die Membrangehalte schwanken um 3upg. Auch bei der Cefuroximbestimmung in den Bindege-
webe-und Muskelstiicken waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den molaren Ver-
haltnissen der Cefuroxim-Tensid-Kombinationen feststellbar, jedoch war in Kombination mit
Cetyltrimethylammoniumbromid bzw. Lauryltrimethylammoniumbromid signifikant mehr Ce-
furoxim nachweisbar als ohne Tensid bzw. in Kombination mit N-Cetylpyridiniumbromid und
Benzylcetyldimethylammoniumchlorid.
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Abb. 28: Permeation durch und Anreicherung nach 3 h in den Darmschichten von
Cefuroxim (cefu) allein und kombiniert mit Tensiden. Tenside: Cetyltrimethylammo-
niumbromid (CTB), N-Cetylpyridiniumbromid (NCP), Benzylcetyldimethylammonium-
chlorid (BCDC) und Lauryltrimethylammoniumbromid (LTB). Im grof3ten molaren
Verhaltnis liegen die Konzentrationen der Tenside jeweils oberhalb der CMC. (Aus-
gangskonzentration des Cefodizims war jeweils 200 pg/ml. n=8)

Wie in Abb. 29 dargestellt ist, konnte Cefpirom ebenfalls die Dinndarmschichten allein nicht
durchdringen, auch war nur sehr wenig in den Darmschichten nachweisbar. Wie auch mit den
anderen Modellsystemen konnte auch an diesem festgestellt werden, dal3 sowohl anionische al
auch kationische Tenside die Permeation von Cefpirom verbessern kénnen. Alle 5 getesteten
oberflachenaktiven Substanzen ermdglichten unterhalb ihrer CMC eine bessere Permeation in
den Akzeptor als oberhalb, wobei die Unterschiede nur fr N-Cetylpyridiniumbromid, Desoxy-
cholat-Na und Taurodesoxycholat-Na signifikant sind. Mit Desoxycholat-Na wurde unterhalb
dessen CMC die beste Permeationsrate von Cefpirom mit etwa 37 pg/cm? Permeationsflache
nach 3 h erreicht gefolgt von N-Cetylpyridiniumbromid und Taurodesoxycholat-Na jeweils un-
terhalb ihrer CMC mit etwa 35 pg/cm? nach 3 h. Oberhalb ihrer CMC waren in Kombination
mit N-Cetylpyridiniumbromid bzw. Taurodesoxycholat-Na die schlechtesten Permeationsraten
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mit etwa 15 pg/cm? nach 3 h erreicht. Es resultieren Permeationskoeffizienten im Bereich von
0,7 bis 1,9¥10 m/s.

N~
o
,;')_ | Molares Verhaltnis Il
I= 11
- % 2- B 110 T I
501 O I S 1 ks
—~ A T
T | g
L M < 14
> v @
=2 <0> _%
: ’ o0 QO O o u v
8 25 o cep © 5 8 4
& O m 2 A& &
- o + + + —
£ = 7 -
> L
B € 51 T
£
=%
F =
0 60 120 180 G 40 = D
. . < o
Zeit (min) 8%’
2 1
£ 54 HUH HOH HD_H HU)H HU)H
o fcepl O F 8 3§
O @ Z Qo 0O
m t + +
+ +

Abb. 29: Permeation durch und Anreicherung nach 3 h in den Darmschichten

von Cefpirom (cep) allein und kombiniert mit Tensiden. Tenside: Benzylcetyldi-
methylammoniumchlorid (BCDC), Benzyltriethylammoniumchlorid (BTC), N-Ce-
tylpyridiniumbromid (NCP), Desoxycholat-Na (DOS) und Taurodesoxycholat-Na
(TDOS). Im groRten molaren Verhaltnis liegen die Konzentrationen der Tenside je-
weils oberhalb der CMC. (Ausgangskonzentration des Cefpiroms war jeweils
200 pg/ml. n=8)

Die Steigerungen der Cefpiromgehalte in den Darmschichten durch Tensidzusatz sind nur zum
Teil signifikant: in den Schleimhautstiicken mit Benzylcetyldimethylammoniumchlorid im mo-
laren Verhaltnis 1:1, mit N-Cetylpyridiniumbromid 1:1 und 1:10, mit Desoxycholat-Na 1:1 und
mit Taurodesoxycholat-Na 1:1 und 1:10; in den Bindegewebe-und Muskelstiicken mit Benzyl-
cetyldimethylammoniumchlorid 1:1, mit N-Cetylpyridiniumbromid 1:1, mit Desoxycholat-Na
1:1 und 1:10 und mit Taurodesoxycholat-Na 1:1 und 1:10. Die gré3ten Gehalte konnten sowohl
in den Schleimhaut (etwa 7 pg)- als auch in den Binde- und Muskelgewebestticken (etwa 5 ug)
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nachgewiesen werden, wenn Cefpirom mit Taurodesoxycholat-Na im Verhéltnis 1:1 kombiniert
wurde. In beiden isoliert analysierten Darmschichten waren die Gehalte niedriger, wenn die
Tenside oberhalb ihrer CMC eingesetzt wurden, als bei den Kombinationen unterhalb der Ten-
sid-CMC, jedoch waren die Unterschiede nur bei Benzylcetyldimethylammoniumchlorid (fir
Bindegewebe), N-Cetylpyridiniumbromid, Desoxycholat-Na (fur Schleimhaut) und Taurodes-
oxycholat-Na (fur Schleimhaut und Binegewebe) signifikant.

Einflu® der Tensidzugabe auf den aktiven D-Glucosetransport

Um einschatzen zu kénnen, ob die eingesetzten Tenside die Zellen schadigen und dadurch die
Permeationssteigerung der Cephalosporine hervorrufen, muf3te die Lebensfahigkeit und Funk-
tionstlchtigkeit der Dinndarmsegmente uberprift werden. Dazu wurde untersucht, ob D-Glu-
cose, die auf ein aktives Transportsystem angewiesen ist, die Darmschichten unter Versuchsbe:
dingungen durchdringen kann und welchen Einflu3 die Tensidzugabe darauf hat. Im ersten
Schritt wurde getestet, ob D-Glucose gegen ein Konzentrationsgefalle (10 mM im Donator,
40 mM im Akzeptor) transportiert wird. Gemessen werden konnte die geringfligige Konzentra-
tionszunahme im Akzeptor durch radioaktive Markierung. Im EinschulAbler 30 ist das Er-

gebnis dieser Methode den MelRergebnissen gegenibergestellt, wenn im Akzeptor keine D-Glu-
cose vorgelegt war und damit die transportierte D-Glucosemenge enzymatisch nachweisbar war.
Es konnte festgestellt werden, dal3 die gemessenen Permeationsraten bei beiden Methoden nict
signifikant verschieden sind und dal3 unter den Versuchsbedingungen von Lebensfahigkeit und
Funktionstlchtigkeit der Zellen ausgegangen werden kann.
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Abb. 30: Einflu3 des Tensidzusatzes auf den D-Glucosetransport durch den Meer-
schweinchen-Dinndarm.Einschub: Vergleich der radioaktiv markierten, zusatzlich in
den Akzeptor transportierten D-Glucosemenge gegen ein Konzentrationsgefélle mit der
enzymatisch nachweisbaren in den Akzeptor transportierten D-Glucosemenge ohne Kon-
zentrationsgefalle bei gleicher Angebotskonzentration (10 mM).

Getestete Tenside: Benzylcetyldimethylammoniumchlorid (5 mM), Benzyltriethylam-
moniumchlorid (5 mM), Cetyltrimethylammoniumbromid (5 mM), Lauryltrimethylam-
moniumbromid (LTB) (5 mM/20 mM), N-Cetylpyridiniumbromid (5 mM), Desoxycho-
lat-Na (5 mM/15 mM), Taurodesoxycholat-Na (5 mM/15 mM). (n=4)
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Mittels enzymatischer Auswertung wurde nun Uberprft, welchen Einflu3 zugesetzte Tenside
auf den D-Glucosetransport austuben. Widlob. 30 dargestellt ist, konnte keine signifikante
Anderung des D-Glucosetransportes festgestellt werden mit einer Ausnahme: Lauryltrimethyl-
ammoniumbromid oberhalb seiner CMC (20 mM) schadigt die Zellen soweit, dal3 etwa die 3,5-
fache D-Glucosemenge in den Akzeptor gelangt, auch war eine weil3e Verfarbung der Darm-
schichten zu beobachten. Deshalb wurde Lauryltrimethylammoniumbromid als Modellsubstanz
im Weiteren nicht mehr bericksichtigt.

Vergleich der Permeation bei pH=6,0 und pH=7,5 im Donatorkompartiment

Da Lauryltrimethylammoniumbromid die Dinndarmschleimhaut mef3bar und sichtbar schadigt,
wurde zum Vergleich der Permeation bei pH=6,0 und pH=7,5 im Donatorkompartiment die
Kombination von Cefodizim und Cetyltrimethylammoniumbromid im molaren Verhaltnis 1:2
herangezogen.

/i

m +CTB12pH60 !
v +CTB12pH 7,5

N
=

=
q

Permeationskoeffizient (m/s) 10’
o
¢

pH 6,0 pH 7,5

=
Q

Permeationsrate (ng/cm?)

=
®
5 . E
£ g2
s
e,
O T T T % q)o_
0 60 120 180 § 2
Zeit (min) O %2
ool
(¢D)
= H 6,0 H7.5
E p y p )

Abb. 31: Permeation durch und Anreicherung in den Darmschichten von Cefodi-
zim (cef) kombiniert mit Cetyltrimethylammoniumbromid bei pH=6,0 und pH=7,5
im Donator. (Ausgangskonzentration des Cefodizims war jeweils 200 pg/ml. n=6)

Das Ergebnis ist iAbb. 31 dargestellt. In der Tendenz waren sowohl die Permeation durch die
als auch die Anreicherung in den Darmschichten bei pH=6,0 im Donator kleiner als bei pH=7,5,
aber die Unterschiede sind nicht signifikant.
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3.2.4 Bestimmung der Permeationskoeffizienten an Hand des Permeationsmodells mit
Caco-2-Zellen

Bei Vorversuchen in Plastikpetrischalchen konnte beobachtet werden, dafl? sich die Caco-2-Zel-
len nach Tensideinwirkung weil3lich verfarben und bei hdheren Konzentrationen der Tenside
von dem Plastikuntergrund ablésen, so dal3 die Konzentration der Testtenside bestimmt werden
multe, unterhalb der makroskopisch und mikroskopisch keine Verdnderung der Caco-2-Zell-
schicht feststellbar war. Rab. 5 sind die Untersuchungsergebnisse zusammengefal3t:

Tab. 5: Makroskopische und mikroskopische Uberpriifung der Tensidvertraglichkeit.(am
Tag 8 nach der Aussaat wurde auf Caco-2-Zellen in Petrischélchen 10 min Versuchspuffer
pH=7,5 mit den Tensiden in den angegebenen Konzentrationen einwirken gelassen. Passage 56)

Konzen- |Desoxycholat-Na Cetyltrimethylammo- | N-Cetylpyridiniumbro-
tration niumbromid mid
5 mM Zellen weildlich verfarbt. Zellen weildlich verfarbt.
Viele abgeloste Zellen im Puffer sichtbar Wenig abgeldste Zellen.
1 mM Zellen weil3lich verfarbt, | Zellen eingetribt, kaumnZellen leicht eingetruby,
einige abgeldste Zellen |abgelost. nicht abgelost
Dome vorhanden
0,5 mM | Zellen kaum eingetrubt, nicht abgeldst, Dome vorhanden
0,1 mM | Makroskopisch unauffallig, Dome vorhanden

Permeation bei pH=7,5 im Versuchspuffer
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Abb. 32: Permeation von Cefodizim (cef), Cefuroxim (cefu) und Cefpirom (cep)
durch die Caco-2-Zellschicht allein und in Kombination mit Tensiden.Tenside: N-
Cetylpyridiniumbromid (NCP), Cetyltrimethylammoniumbromid (CTB) und Desoxy-
cholat-Na (DOS) jeweils 0,25 mM. Ausgangskonzentration der Cephalosporine war je-
weils 1 mM. (n=3)

Unter Verwendung von Transwéllsauf deren Membranfiltern Caco-2-Zellschichten gewach-
sen sind, konnte die Beeinflussung der Cephalosporinpermeation an einem weiteren Modell mit
biologischen Membranen als Diffusionshindernis Uberprift werden. Da die Testtenside, wie
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schon erlautert, die Caco-2-Zellschicht verandern kénnen, wurden die Tenside nur in einer
Konzentration von 0,25 mM eingesetzt. Abb. 32 sind die Permeationsraten gegen die Zeit
(links) und die aus Gleichung (10) resultierenden Permeationskoeffizienten der Cephalosporine
mit und ohne Tensidzusatz dargestellt.

Alle 3 Cephalosporine diffundieren bei einem pH-Wert pH=7,5 im Donator durch die Caco-2-
Zellschicht, Cefodizim (Permeationskoeffizient= 1,5*1/s) und Cefuroxim (Permeationsko-
effizient= 1,2¥10° m/s) signifikant besser als Cefpirom (Permeationskoeffizient= 078116).

Die Permeation von Cefodizim konnte sowohl durch N-Cetylpyridiniumbromid als auch durch
Cetyltrimethylammoniumbromid auf etwa 120-fach gesteigert werden. Der Unterschied zwi-
schen den Tensiden ist nicht signifikant. Ebenso fiel das Ergebnis mit Cefuroxim und diesen
beiden Tensiden aus. Die Steigerung war etwa 100-fach. Fur Cefpirom konnte wiederum festge-
stellt werden, dal3 sowohl das kationische N-Cetylpyridiniumbromid mit einer etwa 230-fachen
Steigerung als auch das anionische Desoxycholat-Na mit einer etwa 40-fachen Steigerung die
Permeation von Cefpirom durch die Caco-2-Zellschicht glunstig beeinflussen konnten.

EinfluR der Tensidzugabe auf die parazellulare Diffusion voriG]Mannitol

Um zu Uberprifen, ob die Tenside durch Stérung des Zellzusammenhaltes die Permeation der
Cephalosporine hervorrufen, wurdéG]Mannitol als parazellularer Diffusionsmarker einge-
setzt, und es wurde allein oder in Kombination mit den Tensiden der zeitliche Mannitol-Kon-
zentrationsverlauf in den Akzeptoren verfolgt. Zusatzlich wurden auch Benzylcetyldimethyl-
ammoniumchlorid und Taurodesoxycholat-Na in diesen Test mit aufgenommen, um eventuell
Ruckschlisse auf das Modell mit isoliertem Dinndarm ziehen zu kénnen.
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- +D0OS 0,25
-+ +DOS 0,5
——+TDOS 0,25
——+TDOS 0,5
—~++CTB 0,25
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Abb. 33: EinfluB des Tensidzusatzes auf die Permeation von‘C]Mannitol durch

die Caco-2-Zellschicht. Tenside: Desoxycholat-Na (DOS), Taurodesoxycholat-Na
(TDOS), Cetyltrimethylammoniumbromid (CTB), N-Cetylpyridiniumbromid (NCP) und
Benzylcetyldimethylammoniumchlorid (BCDC). Ausgangskonzentration von
[**C]Mannitol war 5 pM. (n=1)

Es konnte festgestellt werden, daR die anionischen Tensidé*@]&@nnitol-Diffusion nicht
beeinflussen, wéhrend die kationischen Tenside die Durchlassigkeit der Zellschicht fir Mannitol
konzentrationsabhéngig bis auf das 30-fache erhdhten.
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Vergleich der Permeation bei pH=6,0 und pH=7,5 im Donatorkompartiment

Um den Einflu3 des pH-Wertes im Donatorkompartiment ( pH=6,0 oder pH=7,5) zu beurteilen,
konnten die Ergebnisse der Ermittlung des transepithelialen Fluxes At /Tab.3 mit

denen der Ermittlung der Permeationsbeeinflussung durch Tensidzusatz fur die 3 Cephalospo-
rine verglichen werden. Zur besseren Ubersichtlichkeit sindAtib. 34 die jeweiligen
Permeationskoeffizienten und zuséatzlich die mel3baren Membrangehalte nach 2 h dargestelit.
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Abb. 34: Permeation durch und Anreicherung in der Caco-2-Zellschicht von Cefo-
dizim, Cefuroxim und Cefpirom bei pH=6,0 und pH=7,5 im Donator. Aus-
gangskonzentration der Cephalosporine war jeweils 1 mM. (fur pH=6: n=4; fur pH=7,5:
n=3)

Aus Abb. 34 ist zu entnehmen, dal? alle 3 Cephalosporine aus dem Donator mit einem pH-Wert
pH=6,0 signifikant schlechter durch die Caco-2-Zellschicht in den Akzeptor diffundieren als
aus dem Donator mit einem pH-Wert pH=7,5. Auch ist der Membrangehalt nach 2 h bei pH=6,0
kleiner als bei pH=7,5, aber der Unterschied ist nicht signifikant.
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4  Diskussion

Fur das rationelle Design oral wirksamer Arzneistoffe ist das Verstandnis der Resorptionsme-
chanismen dieser Arzneistoffe aus dem Gastrointestinaltrakt notwendig. Es ist bekannt, daf3 ei-
nige B-Lactamantibiotika trotz ihrer Hydrophilie, die die passive Resorption limitiert [185], nach
oraler Applikation aus dem Darmlumen resorbiert werden. Diese oral verfugbaren Penicilline
und Cephalosporine sind Substrate des tertiar aktivéRegtid-Symporters PEPT1 [71; 122;

162; 168; 187], der physiologisch fir den Transport von Di- und Tripeptiden verantwortlich ist.
Obwohl 20 naturlich vorkommende Aminosduren 400 verschiedene Dipeptide und 8000 ver-
schiedene Tripeptide bilden kbnnen und zusatzlich verschiedene Peptidomimetika als Substrate
akzeptiert werden, wird im Intestinum auf Grund von molekularbiologischen Studien nur ein
Transportcarrier angenommen [28; 89].

Mit der vorliegenden Arbeit (vergleiche auch Bretschneider et al. [14]) wurde ein Beitrag dazu
geleistet, die strukturellen Voraussetzungen fir oral verfigbare Cephalosporine und Penicilline
einzugrenzen, um vom PEPT1 als Substrate akzeptiert zu werden. Dazu wurde die humane Co-
loncarzinomzellinie Caco-2 als biologisches Material in zwei Modellsystemen verwendet, da die
Zellen nachweislich den intestinalen’/Peptid-Symporter exprimieren kdénnen. Die Caco-2-
Zellen wurden zum einen in Petrischélchen auf Plastikuntergrund fir Aufnahmeuntersuchungen
und zum anderen auf Polycarbonatmembranen in Tran&@ti&luxbestimmungen kultiviert.

Die Ausbildung von konfluenten Zellmonoschichten konnte mittels Umkehrmikroskop be-
obachtet werden. Die Einsatzfahigkeit der Caco-2-Zellinie mufite fur die geplanten Experimente
durch Vorversuche sichergestellt werden.

Bei der Kultivierung bis zum Versuch wurde am Tag vor dem Versuch auf Penicil-
lin/Streptomycin-Zusatz im Medium verzichtet, der bis dahin Kontaminationen verhindern
sollte, da nicht ausgeschlossen werden konnte, dal-tlastamantibiotikum Penicillin G
(Benzylpenicillin) im eventuell nicht vollstandig abgespulten Mediumrest als potentielles Sub-
strat das Vesuchsergebnis stort. Auch ist fur Penicillin G ein Einflul3 auf die Insertion des
PEPT1 nachgewiesen [2]. Ebenso ist bekannt, dal3 afdexetamantibiotika wie Cephradin

und Cefaclor die Aktivitat der enterozytaren'N&-ATPase, die maRgeblich zur Energiebereit-
stellung fur PEPTL1 beitragt, reduzieren [68].

Als Testsubstrat fir alle Aufnahmeversuche diente das hydrolysebestandige DiieGdy|

Sar. Damit konnte die funktionsfahige Expression von PEPT1 in den verwendeten Caco-2-Zel-
len bestatigt werden. Unter der Annahme eines interzellularen Volumens von 3,65 pl bezogen
auf 1 mg Proteingehalt [10, 13, 100] ergab sich am Tag 5 nach der Aussaat bei einem Protein-
gehalt von 1,4 mg je Petrischalchen und ein&]Gly-Sar-Aufnahme von 360 pmol je Petri-
schélchen nach 10 uM Angebot eine Anreicherung von 1:7. Am Tag 2 nach der Aussaat betrug
das Verhaltnis 1:2,6 und steigerte sich bis zum Tag 11 nach der Aussaat auf eine Anreicherung
von 1:11. Ein Transport gegen das Konzentrationsgefalle als Zeichen des aktiven Transportes
war firr das Dipeptid*fC]Gly-Sar sicher ab Tag 2 nach der Aussaat nachweisbar.

Die Entwicklung der Caco-2-Zellen wurde durch den Proteingehalt der Zellen und die Auf-
nahme von'C]Gly-Sar nach 10 min an den verschiedenen Tagen nach der Aussaat charakteri-
siert. Konfluent waren die Zellen einen Tag nach der Aussaat. Der Gesamtproteingehalt als Maf3
der Ausdifferenzierung nahm stetig bis zum Erreichen eines Plateaus zu (etwa ab Tag 6), wie es
auch Ergebnisse von Hidalgo et al. [63] zeigen. Hingegen nahm die Konzentration des funk-
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tionsfahigen PEPTL1 erst ab Tag 4 sprunghaft zu und ging ebenfalls ab Tag 6 in eine Plateau-
phase Uber. Dieses kann mit den Ergebnissen von Engle et al. [40] erklart werden, die die Kon-
zentrationszunahme der enterozytentypischen Proteine ab dem 3. Tag nach Konfluenz nachwie-
sen. Obwohl somit die Ausdifferenzierung der Zellen ab Tag 6 nach der Aussaat gezeigt wurde,
konnten die Aufnahmeversuche schon eher stattfinden, ohne die resultierenden Affinitaten zu
beeinflussen. Auf Grund der Nachweisbarkeit VBE]Gly-Sar wurde mindestens Tag 5 abge-
wartet.

Die [**C]Gly-Sar-Aufnahme wurde durch einen einwértsgerichteten pH-Gradienten stimuliert
und nahm bis zu 15 min Inkubationszeit linear zu und stimmt somit mit den Ergebnissen von
Ganapathy et al. [53] Uberein. Ein anteiliger osmotischer Einflu3 auf die spater zu untersu-
chende ¥'C]Gly-Sar-Aufnahmehemmung durch potentielle Inhibitoren konnte ausgeschlossen
werden, da eine maximal 100 mM Mannitolzugabe dé@]@Gly-Sar-Transport nicht in nen-
nenswertem Ausmald beeinflussen konnte.

Im Ergebnis dieser Vorversuche konnte ditC]Gly-Sar-Aufnahme in die Caco-2-Zellen auf

den funktionsttichtigen ¥Peptid-Symporter PEPT1 zurtickgefihrt werden.

Im Gegensatz zu Hidalgo et al. [63] wurde gezeigt, dal3 Caco-2-Zellen auch auf Polycarbonat-
filtern, die nicht mit Rattenkollagen vorbehandelt wurden, eine funktionsfahige Epithelschicht in
vergleichbarer Zeit ausbilden. Dazu stellten Hilgers et al. [65] zuséatzlich fest, dal3 die Kolla-
genmatrix die Migration durch das Filtermaterial und damit die Depolarisation der Zellen be-
schleunigt und somit eher ungunstig ist.

Die physiologische Dichtigkeit des Caco-2-Epithels wurde durch Fluxbestimmung des parazel-
luldren Diffusionsmarkers'{C]Mannitol sichergestellt, wobei sich ein Permeationskoeffizient
von 3*10° m/s ergab [104]. Dieser entspricht dem Ergebnis von Chong et al. [21]. Im Vergleich
dazu war der Flux vort{C]Gly-Sar bei den gleichen experimentellen Bedingungen 20 mal gro-
Rer (Permeationskoeffizient P=57*1@n/s). Dies ist auch ein eindeutiger Beleg fiir den haupt-
sachlich aktiven Transport des Dipeptids, da D-Mannitol und Glycylsarkosin laut Saitoh und
Inui [142] gleiche molekulare Radien und deshalb gleiche Diffusionsraten auf parazellularem
Weg aufweisen.

Affinitatsbestimmung von 2F-Lactamantibiotika

Zur Bestimmung der Affinitdt wurde in Gegenwart eines einwartsgerichteten pH-Gradienten die
konzentrationsabhangige Hemmung dé€]Gly-Sar-Aufnahme durch 20 Cephalosporine und

3 Penicilline in Caco-2-Zellen gemessen. Aus den daraus resultierenden Aufnahmedaten wurde
mittels nichtlinearer Regression mit Gleichung (4) die HalbhemmkonzentrationgrbdC

stimmt. Ohne Festsetzung der Variablen wurden Hill-Koeffizienten im Bereich ;828
erhalten. Zur VergrofRerung der Berechnungsgenauigkeit der gesuchgewui@e der Hill-
Koeffizient bei der nichtlinearen Regression auf 1 fixiert, da davon ausgegangen werden kann,
dal3 die3-Lactamantibiotika alle kompetetive Hemmer sind und PEPT1 lber nur eine Bindungs-
stelle fur Di- und Tripeptide oder Peptidomimetika verfugt. Auch stellten Daniel et al. [29], Fei

et al. [44] und Adibi [2] nur eine Bindungsstelle fir Protonen fest, so dal3 Substrat und Proton
im Verhdltnis 1:1 symportiert werden. Das im Gegensatz dazu postulierte Transportverhaltnis
1:2 von anionischen Substraten zu Protonen [159] kdnnte damit erklart werden, dal3 das am Car-
rier bindungsfahige Proton mit einem protonierten Substratmolekil symportiert wird. Dieser
transportable protonoierte Substratanteil dissoziert im Cytosol starker auf Grund der pH-Unter-
schiede und somit gelangt 1 freies Proton mehr pro Substratmolekil in die Zelle [199]. Diese
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Hypothese erklart auch die Feststellung, dall das pH-Optimum anionischer Substrate niedriger
ist als bei neutralen oder kationischen Substraten [71, 109], da mit zunehmender Protonenkon-
zentration das Dissoziationsgleichgewicht zugunsten des protonierten Anteils verschoben wird.
Zur Umrechnung der Halbhemmkonzentrationold die substratunabhé&ngige Hemmkonstante

Ki wurde die Michaelis-Menten-Konstante vorK 1 mM fir f*C]Gly-Sar eingesetzt. Damit
wurden die Ergebnisse von Adibi [2] und Brandsch et al. [13] bestétigt.

Die Hemmkonstanten jkeigen, dal} das Cephalosporin Ceftibuten und das Penicillin Cyclacil-

lin die [**C]Gly-Sar-Aufnahme vergleichbar mit natiirlichen Dipeptiden hemmten. Dieses Er-
gebnis bestétigt die Studien von Muranushi et al. [110, 109], Matsumoto et al. [100], Naasani et
al. [111], Ganapathy et al. [51, 53] und Terada et al. [171]. Die anfldrantamantibiotika mit
Ki-Werten zwischen 7 und 14 mM waren bedeutend weniger affin, wie auch Eddy et al. [39]
zeigten. Bei Substanzen mit Hemmkonstanter2& mM strebt die Interaktion mit PEPT1 ge-

gen Null. Einige vertffentlichte Ergebnisse weichen stark voneinander ab [30; 32; 51; 197;
199]. Delie und Rubas [32] machen daflr die Herkunft der Caco-2-Zellen und die speziellen
Kultur- und Versuchsbedingungen wie extrazellularer pH-Wert, Temperatur sowie die Auswabhl
des Versuchsmodellsystems verantwortlich. Jedoch bestatigen auch einige Studien die Werte
bzw. die Rangordnungen der vorliegenden Ergebnisse [32; 51; 110; 145; 171; 197]. Recht gute
Ubereinstimmungen liefern die Ergebnisse von Danzig et al. fiir Cefaclor [31], Inui et al. fir
Cephradin [72], Ganapathy et al. fir Cefixim [53] und Ganapathy et al. flir Cefadroxil [51].
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Abb. 35: Struktur-Affinitats-Beziehung zum PEPT1

Strukturelle Merkmale,die einen positiven Einflu3 auf die Affinitat habgn $truktu-

relle Merkmale, deren Vorhandensein bzw. zunehmende Grél3e zur Verringerung der Af-
finitat fhren (x), Strukturelle Merkmale, die zum Verlust der Affinitat fihren (

Die vorgestellten Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 folgende strukturelle Merkmale fir die Er-
kennung durch PEPT1 von Bedeutung sind (sfdfte 35):.
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(a) Alle B-Lactamantibiotika &hneln in ihrer Grundstruktur einem Tripeptid, das heil3t, zwei
Peptidbindungen sind in den Molekulen enthalten. Jedoch stellt laut Ddring et al. [36} eine
Aminofettsaure, bei der die ionisierten Kopfgruppen durch mindestens 4 Methylengruppen ge-
trennt sind, die minimale Substratstruktur zur Erkennung durch PEPT1 dar. Zuséatzliche Seiten-
gruppen mit Wasserstoffbriickenbindungsstellen erhéhen die Affinitat, sind aber nicht essentiell.
(b) Am N-terminalen Ende existiert eiseAminogruppe (bei Cyclacillin, Cefadroxil, Cephra-

din, Cefaclor, Cephalexin und Ampicillin), die auch durch eine Hydroxylgruppe (bei Cefaman-
dol) oder eine Seitenkette mit zusatzlicher Carboxylgruppe (bei Ceftibuten und Cefixim) ersetzt
sein kann. Dies bestétigen auch die Ergebnisse von Tsuji et al. [187] und Muranushi et al. [109].
Terada et al. [169] postulieren, daf3 didminogruppe mit einem Histidin-Rest interagiert und
somit fur die Substraterkennung durch PEPT1 mitverantwortlich ist. Sakane et al. [147] fanden
durch Computersimulation heraus, dal3 die Raumstruktue.-dasino-f-Lactamantibiotikums
Cephalexin im hydratisierten Zustand mit denen von Ceftibuten und Cefixim gut Ubereinander-
gelagert werden kénnen. Jedoch fiihren Methylierung, Acethylierung oder andere Modifikatio-
nen (z.B. Sulfogruppe bei Cefsulodin) der N-terminateAminogruppe zum Verlust der Affi-

nitdt zum PEPTL1, wie auch Bai und Amidon [9] feststellten. Ausnahmen sind in dieser Studie
Cefuroximaxetil (Oximgruppe) und Cephalotin (ohne Substitution).

(c) Die C-terminale Peptidbindung kann sowohl in einem Cephem- als auch einem Penam-
grundkdrper eingebaut sein. Im Gegensatz dazu soll der renale Peptidtransporter PEPT2 laut
Daniel und Adibi [27] zwischen Cephalosporin und Penicillin unterscheiden. (d) Am C-termi-
nalen Ende ist eine freie Carboxylgruppe vorhanden. Diese darf nicht mit einer quarternéren
Ammoniumgruppe in der C3-Seitenkette eine zwitterionische Struktur ausbilden (vergleiche
Cephalotin und Cephaloridin, bzw. Cefixim und Ceftazidim). Laut Walter et al. [197] und Hi-
dalgo et al. [62] scheint die C-terminale Carboxylgruppe ein grundlegendes Strukturelement zu
sein, welches eine ionische Bindung mit einem positiv geladenen Rest am PEPT1 ermdglicht.
Jedoch ist die Carboxylgruppe laut Borner et al. [13] keine absolut notwendige Voraussetzung
fur die Substraterkennung, wie in der vorliegenden Studie Cefuroximaxetil zeigt. Dgssen K
Wert von etwa 12 mM steht im Widerspruch zu Dantzig et al. [30], die fir Cefuroximaxetil aus-
schlie3lich die passive Diffusion als Transportmechanismus annehmen, jedoch wiesen Ruiz-
Balaguer et al. [138] auch den aktiven Transport nach.

(e) Die Substitution und die Sattigung des N-terminalen Ringsystems hat entscheidenden Ein-
flul auf die Affinitatsstarke zu PEPTL, wie auch Terada et al. [171] feststellten (vergleiche Ce-
fadroxil, Cephradin und Cephalexin bzw. Cyclacillin und Ampicillin).

In Hinblick auf die lonisation de-Lactamantibiotika [106] unter den pH-Bedingungen im In-
testinum ist es auch von Bedeutung, dal3 Eddy et al. [39] und Wooton und Hazelwood [204]
zeigen konnten, dafd der intestinale Peptidcarrier eine positive Ladung ohne nennenswerte Affi-
nitdtsdnderung zu tolerieren scheint, wahrend eine oder zwei negative Ladungen oder zwei po-
sitive Ladungen die Affinitaten betrachtlich verringern.

Um das Pharmakophor des intestinalen Peptidtransporters genauer zu charakterisieren, nutzte
Swaan und Tukker [164] und Swaan et al. [163] eine computergestitzte Konformationsanalyse,
fur die sie aus der Literatur gepoolte Daten verwendeten. Die daraus resultierenden strukturellen
Voraussetzungen fir das postulierte Pharmakophor stehen zum Teil im Widerspruch zu den
vorliegenden Ergebnissen. Deshalb sollten fiir solche Modellierungen nur Daten verwendet
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werden, die unter identischen experimentellen Bedingungen entstanden sind. Mit den vorliegen-
den Ergebnissen ware auch die Interaktion mit PEPT1 direkt einbeziehbar.

Weiterhin wurde gezeigt, daR die Affinitaten, gemessen als Hemmund“@§sIjy-Sar-Auf-

nahme in die Caco-2-Zellen, sehr gut mit den Bioverfugbarkeiten korrellieren. Mit Ausnahme
von Cefamandol und Cephalotin sind gld.actamantiobiotika mit KWerten <14 mM oral
applizierbar, so dafd davon ausgegangen werden kann, dafl} neu entwickelte Penicilline und Ce:
phalosporine, die via PEPT1 oral verfugbar sein sollen, am beschriebenen Testmodell und unter
vergleichbaren Bedingungen den Schwellenwertl& mM nicht Uberschreiten durfen. Jedoch

darf die antibiotische Aktivitat nicht aul3er acht gelassen werden, denn wie Snyder et al. [157]
zeigen konnten, sind die Struktur-Wirkungsbeziehung und die Struktur-Affinitdtsbeziehung
nicht identisch.

Bestimmung des transepithelialen Fluxes von A3 actamantibiotika

Zusétzlich zu den Ermittlungen der Hemmkonstanten als Affinitdtsmald zur Bindungsstelle an
PEPT1 wurde der transepitheliale Transport tber 2 h verfolgt und die Aufnahme in die Zellen
nach 2 h gemessen. Die Eigenschaft eines Prodrugs, bei oder nach der Resorption zum eigentli
chen Wirkstoff umgewandelt zu werden, wurde im Fall des Cefuroximaxetils bertcksichtigt, da
es in den Caco-2-Zellen schnell hydrolysiert wird, wie auch Dantzig et al. [30] feststellten. Der
Gehalt in den Zellen und im Akzeptor wurde als Summe aus den Cefuroximaxetil- und Cefuro-
ximkonzentrationen bestimmt. Alle anderen Verbindungen waren wahrend des Versuches che-
misch stabil.

Die Membrangehalte pro Filter nach 2-stiindiger Versuchsdauer unterscheiden sich maximal um
den Faktor 176 und waren bei den oral verfigbaren Cephalosporinen angefiihrt von Cefadroxil
mindestens 10 mal gré3er als bei den parenteral anwendbaren. Deutlich wird auch, dal3 die
Membrangehalte der oral verfligbaren Penicilline nur etwa ein Zehntel der Membrangehalte der
- bezogen auf die Affinitdt zu PEPT1 - vergleichbaren oral anwendbaren Cephalosporine errei-
chen und mindestens nur etwa 2-5 mal gréR3er sind als die der parenteral anwendbaren Cepha
losporine. Der mehrfach fur Peptide upd.actamantibiotika, die von PEPT1 akzeptiert wer-

den, beschriebene Transport gegen den Konzentrationsgradienten [13; 53; 100; 199] konnte ge-
zeigt werden. Unter der Annahme eines intrazellularen Volumens von 3,65 ul bezogen auf 1 mg
Proteingehalt [10, 13, 100] und einem Proteingehalt von etwa 1,9 mg/Filter ergibt sich bei 1 mM
Angebot eine intrazellulare Anreicherung von 1:9 fur Cefadroxil, 1:7 fur Ceftibuten, 1:5 fir
Cephradin, 1:4 fur Cephalexin sowie fur Cefaclor. Diese Ergebnisse stimmen gut mit den Re-
sultaten von Dantzig et al. [30], Matsumoto et al. [100] und Gochoco et al. [57] Uberein.

Den grofdten Flux durch die Caco-2-Zellschicht weist Cefadroxil mit 7,5 nmol/(cm2*h) auf. Die

in Kapitel 3.1.3 vorgenommene Gruppierung @eltactamantibiotika hinsichtlich ihres Per-
meationsvermogens durch Caco-2-Zellen beruht auf dem Vergleich der Ergebnisse mit dem
resultierenden Permeationskoeffizienten vitMannitol unter den gleichen Versuchsbedin-
gungen, da die parazellulare passive Diffusion fur [fHieactamantibiotika, die nicht aktiv
transportiert werden, auf3er bei den lipophilen Prodrugestern der wahrscheinlichste Transport-
weg ist. In der ersten Gruppe sind die Vertreter zusammengefal3t, deren Permeationskoeffizien-
ten (21*10° m/s > P> 7*10 m/s) deutlich groRer sind als der des Mannitols (P=3th(), so

dal3 der aktive Transport im Vordergrund stehen muf3. Die Permeationskoeffizienten der Ver-
treter der zweiten Gruppe (3,3*1@n/s > P > 2,2*18 m/s) entsprechen anndhernd dem des
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Mannitols, und die Permeationskoeffizienten der dritten Gruppe (I*ti€©> P) sind deutlich
geringer als die des Mannitols. Beim Vergleich der PermeatiofA-dactamantibiotika mit der

des [“C]Gly-Sar wird deutlich, daR Cefadroxil als bestes transporti@resctamantibiotikum

mit einem Permeationskoeffizienten von 21*16/s nur etwa ein Drittel des Permeationskoeffi-
zienten von T'C]Gly-Sar (57*10 m/s) erreicht. Die gezeigten Ergebnisse stimmen hinsichtlich
GroéfRenordnung und Rangfolge gut mit denen von Chong et al. [21], Matsumoto et al. [100] und
Gochoco et al. [57] tberein. Ein Widerspruch besteht jedoch zu dem Ergebnis von Hidalgo et al.
[64], die feststellten, dafld Benzylpenicillin nicht transportiert wird.
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Abb. 36: Korrelation zwischen Hemmkonstante K und transepithelielen Flux Jy-a

bzw. der Summe aus dem transepithelialen Fluxml,a und dem Membrangehalt
Cwmembran - ES wurden die Werte entsprechefab. 3 zugrunde gelegt. In den Teilen |

und Il bleiben die Ergebnisse von Ceftibuten und Cyclacillin unbertcksichtigt. Darge-
stellt sind die linearen Regressionen mit dem 95%-Vertrauensintervall (durchgezogene
bzw. gestrichelte Linie). Bei den gekennzeichneten Ausreil3ern bedeuten
Bp=Benzylpenicillin, cef=Cefodizim, cph=Cephalexin, clot=Cephalotin,
cefua=Cefuroximaxetil, cefi=Cefixim, cdr=Cefadroxil, cma=Cefamandol,
cta=Ceftazidim, cep=Cefpirom und cesu=Cefsulodin. Angegeben sind die Korrela-
tionskoeffizienten r.

Die transepithelialen Fluxe und die intrazellularen Aufnahmen korrelieren bei einem linearen
Korrelationskoeefizienten von r=0,7696 gut miteinander. Fur die zuklUnftige Testung neu ent-
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wickelter B-Lactamantibiotika ist es jedoch bedeutsamer, dal3 auch ein signifikanter indirekt
proportionaler Zusammenhang zwischen Affinitat zum PEPT1 und dem transepithelialen
Tansport sowohl mit als auch ohne Berilicksichtigung der Membrananreicherung nachweisbar
war. InAbb. 36ist die Korrelation zwischen den Hemmkonstantend dem absoluten trans-
epithelialen Flux J., bzw. dem totalen transepithelialen Flyxd (Summe ausy,l, und dem
Membrangehalt (empran dargestellt. Dabei wurden im Teil }.J, gegen 1/K, im Teil Il J4 +
Cumembrangegen 1/K und im Teil Il die Rangfolgen von,l, bzw. J»a + Guembran 9€gen die
Rangfolge von Kaufgetragen. Gezeigt sind die linearen Regressionsgeraden (durchgezogene
Linien) mit ihrem 95%-Vertrauensintervall (gestrichelte Linien) und die daraus resultierenden
Korrelationskoeffizienten r. In den Teilen | und Il blieben die Ergebnisse von Ceftibuten und
Cyclacillin unbericksichtigt, da auf Grund deren sehr guten Affinitdten zu PEPT1 wesentlich
hohere Fluxe zu erwarten waren.

Die Korrelationen zwischen dem Reziproken vonulkd 4, bzw. der Summe von,d und
Cumembran€rgaben lineare Korrelationskoeffizienten von r=0,7985 bzw. r=0,7883, wobei die Da-
ten von Ceftibuten und Cyclacillin fehlten. Deshalb wurden beide Korrelationen durch die
Spearmen-Rangkorrelation erganzt (siétid. 36/111), deren robustere Prozedur es erlaubt,
auch deutliche Ausrei3er mit einzubeziehen. Die Spearmen-Rangkorrelationskoeffizienten von
r<=0,781 (fur J.agegen K bzw. =0,784 (fur J_a+Cuemprangegen K bestatigen das oben
gezeigte Ergebnis.

Wie in der vorliegenden Studie Ceftibuten, Cyclacillin, Cephalotin, Ceftazidim und Cefixim
zeigen, haben aber nicht in allen Fallen gute Affinitdten auch gute Transportraten zur Folge. Das
stelliten auch Kramer et al. [84], Swaan und Tukker [164] und Walter et al. [197] fest. Laut
Walter et al. [197] ist nicht nur die Affinitdt sondern auch die Geschwindigkeit wichtig, mit der
der Transporter das Substrat durch die Membran schleys).(V

Die gute Korrelation zwischen Bioverfugbarkeit und Aufnahme in die Zellen, untersucht an
Hand verschiedener Modellsysteme [156], fuhrte zu der Hypothese, dal3 der luminale Mem-
brantransport der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Resorption von via PEPT1
transportablen Molektlen darstellt. Jedoch konnte fir Cephalexin und Glycylsarkosin gezeigt
werden, dal3 die Passage der serosalen Membran den transeptithelialen Transport limitiert [57;
174]. Aller Wahrscheinlichkeit nach stellt das noch nicht genauer charakterisierte Peptidtrans-
portsystem, das in der Serosalmembran lokalisiert ist [37; 100; 172; 175], andere strukturelle
Anforderungen zur Substraterkennung als PEPTL1.

Zusétzlich dazu machen Burton et al. [18] ein in der Luminalmembran lokalisiertes sattigbares
und substratspezifisches Transportsystem verantwortlich, fir einige potentielle Substrate des
PEPT1 den Flux von der luminalen zur serosalen Seite zu behindern und den Flux in umge-
kehrter Richtung zu begunstigen. Bisher nachgewiesen ist dieses Effluxsystem unter den Test-
substanzen dieser Studie fur Ampicillin [140; 141], Benzylpenizillin und Cephaloridin [140].
Eine freiea-Aminogruppe reduziert die Affinitat zum Efflux-System [140].

Im Gegensatz dazu gibt es in der vorliegenden Arbeit auch Beispiele wie Benzylpenicillin, Ce-
furoximaxetil, Cefadroxil und Cephalexin, deren transepitheliale Transportrate gréf3er ausfiel,
als es deren Hemmkonstanten erwarten lie3en. Dies ist zum einen moéglich, wenn der Anteil der
passiven Diffusion an der Gesamtpermeation auf Grund von h6herer Lipophilie im Vergleich zu
den anderefi-Lactamantibiotika grof3er ist. Dies ist der Fall bei Cefuroximaxetil [30; 182; 184]
und Benzylpenicillin [33].
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Zum anderen wurde in verschiedenen Arbeiten die Moéglichkeit getestet, ob andere spezifische
Transportsysteme vditLactamantibiotika zusatzlich zum PEPT1 genutzt werden kénnen. Tsuiji

et al. [186] identifizierte dasnonocarboxylic acid cotranspo8ystem als alternativen Trans-
portweg fur monosaurg-Lactamantibiotika. Dieser war beispielsweise auch fur Cephradin und
Cefixim nachweisbar [181]. lodate et al. [68] stellten fest, dal3 Cephradin und Cefaclor den akti-
ven Anteil der intestinalen D-Galactose-Resorption beeinflussen.

Auf Grund der guten Korrelation zwischen Affinitat zum PEPT1 und dem transepithelialen Flux
darf trotz der zusatzlich méglichen Transportwege davon ausgegangen werden, dafd der Trans:
port via PEPT1 der Haupttransportweg fitt.actamantibiotika ist, sofern sie von PEPTL1 als
Substrat akzeptiert werden. Dies wird durch die Studie von Tamai et al. [168] bestatigt.

Der transepitheliale Flux steht auch sehr gut mit der Applizierbarkeg-tlactamantibiotika

im Einklang (mit Ausnahme von Cefamandol). Aus den DatenTamn 3 ergibt sich, daf3 die

orale Verfugbarkeit von mehr als 50% einen minimalen transepithelialen Flux von

2 nmol/(cm?*h) bei 1 mM Angebot vorraussetzt.

Einflu? von zweiwertigen Metallionen auf PEPT1

Zusétzlich zu der beschriebenen Funktion des PEPTL1, Di- und Tripeptide als physiologische
Substrate und dariiber hinaus Peptidomimetika in die Enterozyten zu schleusen, kdnnten auch
andere physiologische Substrate von Bedeutung sein. Verschiedene Studien geben Hinweise
darauf, daf’ sich Substrate von PEPT1 und zweiwertige Metallionen bei ihrer intestinalen Re-
sorption beeinflussen. So fanden Steinhardt und Adibi [160] heraus, dal3 die intestinale Zinkre-
sorption durch Zugabe von Glycylleucin erhéht wird, wahrend die freien Aminosauren keinen
EinfluR hatten. Tacnet et al. [167] postulieren, dal3 Zink-lonen duch Komplexbildung mit dem
Tripeptid Gly-Gly-His via PEPT1 durch die Enterozytenmembran transportiert werden kénnen.
Auch wurde von Ueno et al. [188] die Komplexbildung von Eisen(ll)-lonen und dem oralen
Cephalosporin Cefdinir beschrieben, die die Resorption des letzteren vemindert. Laut Glahn und
Campen [56] beeinflussen wiederum Aminosauren und Peptide, die aus der Proteinverdauung
resultieren, die Eisenresorption aus dem intestinalen Lumen.

Zusétzlich konnten Daniel und Adibi [26] unter Verwendung von renalen Birstensaumvesikeln
zeigen, daf eine Vorinkubation mit Zink-und anderen Metallionen den renalen Transport von
Dipeptiden und Cephalexin via PEPT1 und PEPT2 moduliert.

Auf Grund der naheliegenden Vermutung, daf die Bioverflugbarkeif3sMoactamantibiotika

durch zweiwertige Metallionen beeinflul3t werden kann, wurde deren Wechselwirkung mit
PEPT1 in der vorliegenden Arbeit anhand der Caco-2-Zellinie tGberpruft.

Die von Company et al. [24] und Tomida et al.[178] beschriebene Zerstoruryhastaman-
tibiotika durch nicht-enzymatische Hydrolyse auf Grund der Anwesenheit von Zink-lonen (oder
anderen zweiwertigen Metallionen) und Tris konnte im Rahmen dieser Studie nicht festgestellt
werden, da wahrscheinlich die Konzentration der freien Tris-Base bei den verwendeten pH-Be-
reichen zu gering war. Dadurch muf3ten die Versuchspuffer flr diese Versuche nicht modifiziert
werden.

Die Aufnahme von{'C]Gly-Sar in die Caco-2-Zellen wurde durch Zugabe sowohl von Zink-
chlorid als auch von Zinksulfat gehemmt. Dieser Effekt konnte allein auf die Gegenwart der
Zink-lonen zurtckgefuhrt werden, die Auswertung der Hemmkurven ergaben eine Hemmkon-
stante k&150 uM. Auch die Vorbehandlung der Caco-2-Zellen mit 1 mM Zinksulfat fihrte zu
einer Hemmung der*{C]Gly-Sar-Aufnahme, die jedoch nach 3-stiindiger Vorbehandlung nur
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etwa halb so effektiv war, wie die Coinkubation der Zellen mit der gleichen Zinksulfatkonzen-
tration.

Versuche mit anderen Schwermetallionen ergaben, dal3 nur Kupfer-lonen eine starkere Hem-
mung der *C]Gly-Sar-Aufnahme als Zink-lonen hervorriefen, wahrend Nickel- und Eisen(ll)-
lonen nur leichte und Cobalt- und Mangan(ll)-lonen gar keine Hemmeffekte verursachten. Die
akute Hemmwirkung von Zink-lonen konnte durch zusatzliches Ceftibuten vergrof3ert werden.
Es kann von Additivitdt ausgegangen werden, da die Konzentrationen beider Hemmstoffe etwa
ihren 1G; fiir 10uM [“C]Gly-Sar entsprachen und die Kombination beider Hi€]Gly-Sar-
Aufnahme auf 33% senkte.

Beim Vergleich der Aufnahmekinetik von*C]Gly-Sar mit und ohne Zinksulfatzusatz wurde
deutlich, dal3 Zink-lonen die Michaelis-Menten-Konstante fur Glycylsarkosin etwa verdoppeln,
wéahrend die maximale Geschwindigkeit,)y nahezu unverandert blieb. Dieses entspricht einer
kompetetiven Hemmung [194].

Bestimmungen des transepithelialen Fluxes ausgewéhlter Cephalosporine mit unterschiedlichen
chemischen Strukturmerkmalen zeigten, dal3 durch Zinksulfatzusatz der Transport der Cepha-
losporine mit freier Carboxylgruppe am Cephem-Ringsystem wie Cefadroxil, Cephalexin und
Cephalotin gesenkt wurde und der Flux vom veresterten Cefuroximaxetil nahezu unbeeinfluf3t
blieb.

Diese vorgestellten Versuchsergebnisse zeigen deutlich, daf3 Zink-lonen und vermutlich auch
Kupfer-lonen den Transport in und durch Caco-2-Zellen fir Substrate des PEPT1 behindern.
Dafir sind folgende Mechanismen denkbar: (a) Zink-lonen binden an ein allosterisches Zentrum
und verdndern die aktive Bindungsstelle von PEPTL1, jedoch sprechen die Ergebnisse der Kine-
tikanalyse dagegen. (b) Zink-lonen sind selbst Substrat von PEPT1, die Struktur-Affinitats-Un-
tersuchungen lassen aber auch dies bezweifeln. (c) Zink-lonen bilden mit Substraten von PEPT1
Komplexe, die niedriger affin sind als die freien Substrate. Diese Theorie wird unterstitzt durch
die Ergebnisse von Tacnet et al. [167]: Sie beobachteten bei zunehmender Tripeptidkonzentra-
tion eine Hemmung der Zinkaufnahme, die Hinweis darauf ist, dal3 das freie Tripeptid eine gro-
Bere Affinitat zum PEPT1 aufweist und dadurch bevorzugt transportiert wird im Vergleich zum
Zinkkomplex. Ein zusatzliches positives Argumment lieferte Mrestani [unverdffentlichte Mit-
teilung], der anhand von Kapillarelektrophorese feststellte, dal3 Cephalexin, Cefadroxil und Ce-
phalotin mit Zink- und Kupferionen neutrale Komplexe bilden, wahrend fur Cefuroximaxetil
keine Wechselwirkungen mit beiden Metallionen nachweisbar waren. Diese gezeigte Komplex-
bildung steht jedoch im Widerspruch zu den Ergebnissen von Daniel und Adibi [26].

Die festgestellte Transportbeeinflussung hat klinische Relevanz, sofern orale Cephalosporine
mit freier Carboxylgruppe am C-terminalen Ende simultan zu einer Zinksubstitution gegeben
werden mussen.

Passive Diffusion

Ausgehend von der lonenpaartheorie nach Bjerrum [74] boten sich die in physiologischen Flis-
sigkeiten ionisiert vorliegenden Cephalosporine als Modellarzneistoffe an, die Mdglichkeit der
Resorptionsverbesserung durch lonenpaarbildung anhand verschiedener Modellsysteme zu
Uberprifen, da diese Resorptionsbeeinflussung ionisierter Arzneistoffe in der Literatur kontro-
vers diskutiert wird [Ubersicht bei 74, 117].

Ausgewahlt wurden dazu 3 strukturell unterschiedliche Cephalosporine (Cefodizim, Cefuroxim
und Cefpirom), die nicht als Substrat vom intestinaléfPeptid-Symporter PEPT1 akzeptiert
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werden und fir die auch keine anderen aktiven Transportmechanismen nutzbar sind. Diese Ce-
phalosporine kdnnen also die biologischen Membranbarrieren nur durch passive Diffusion
Uberwinden. Die ausgepragte Hydrophilie der Testsubstanzen ist aber die Ursache fir nicht rele-
vante Resorptionsraten auf diesem Wege.

Als potentielle lonenpaarbildner mit Modellcharakter wurden als Kationen verschiedene quar-
ternare  Ammoniumsalze wie Benzylcetyldimethylammoniumchlorid, Benzyltriethylammo-
niumchlorid, Cetyltrimethylammoniumbromid, Lauryltrimethylammoniumbromid und N-Cetyl-
pyridiniumbromid sowie als Anionen die physiologisch im Dinndarm vorhandenen Gallensalze
Desoxycholat-Na und Taurodesoxycholat-Na getestet, die alle Tensidcharakter aufweisen. Der
Eigenschaft von Tensiden, ab einer bestimmten Konzentration Micellen zu bilden, wurde durch
Einsatz von Tensidkonzentrationen unter- und oberhalb der CMC Rechnung getragen. Die CMC
der eingesetzten Tenside sifab. 6zu entnehmen.

Tab. 6: Ubersicht iiber die CMC der eingesetzten Tenside

Tensid | BCDC BTC CTB LTB NCP DOS TDOS
CMC (mm)| 6,9 5,7 0,92 14,4 0,58 ~2-5 3,4
[Quelle] " [128] [128] [50] [128] [123] [128]

* [unveroffentlichte Mitteilung von Mrestani]

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Cephalosporine der Einflul3 der Tensidzugabe auf die
Verteilung im n-Octanol-Puffer (pH=7,5)-System getestet, da die n-Octanol-Polaritat derjenigen
biologischer Membranen entspricht [90]. Weiterhin wurde die Membrananreicherung in und der
Flux der Cephalosporine durch Modellipidmembranen wiedgadol-Collodium-Membranen,
isolierte Meerschweinchen-Dinndarmsegmente und Caco-2-Zellmonoschichten gewachsen in
Transwell§ mit und ohne Tensidzusatz untersucht. Dadurch wurden die Wechselwirkungen
zwischen ionisiertefl-Lactamantibiotika und ionisierten Testtensiden charakterisiert, die einer
moglichen Verbesserung der Membranpassage zugrunde liegen.

Vorraussetzung fir die passive Diffusion durch Lipidbarrieren ist eine optimale Lipophilie. Ist
die Lipophilie zu gering, kann die Lipidmembran nicht passiert werden, ist sie zu grol3, resultie-
ren schlechte Loslichkeit, schlechte Diffusion zur Membran bzw. Anreicherung in der Membran
[76].

Als Malf3 fur die Lipophilie wurden in der vorliegenden Arbeit Verteilungskoeffizienten aus der
Verteilung im n-Octanol-Puffer (pH=7,5)-System berechnet. Wie die polaren Gruppen der Ce-
phalosporinstrukturen erwarten liel3en, fielen die Verteilungskoeffizienten der 3 Testcephalospo-
rine gering aus. Diese konnten fur die bei pH=7,5 anionisch vorliegenden Cephalosporine Cefo-
dizim und Cefuroxim [106] durch Kombination mit kationischen Tensiden konzentrationsab-
hangig zum Teil erheblich gesteigert werden. Diese Ergebnisse bestatigen die hohe lonenpaar-
bildungstendenz quarterndrer Ammoniumverbindungen im n-Octanol [90]. Der Zusatz von
anionischen Gallensalzen fiihrte bei beiden anionischen Modellcephalosporinen zu keiner signi-
fikanten Lipophilieerh6hung. Cefpirom nahm durch Zusatz von sowohl kationischen als auch
anionischen Tensiden die Konzentration im n-Octanol zu.

Im nachsten Schritt sollte gezeigt werden, ob sich die bessere Anreicherung der Cephalosporine
in einer lipophilen Phase durch Kombination mit amphiphilen Gegenionen auch auf die Diffu-
sion in oder durch Lipidmembranen auswirkt. Anhand der Membran-Modellsysteme mit Dode-
canol-Collodium-Membran bzw. Meerschweinchendinndarm konnte festgestellt werden, dald
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nicht jede Lipophilieerh6hung auch eine Membranpassage zur Folge hat. Am Modell mit kiinst-
licher Lipidmembran war auf3er bei Cefuroxim vorrangig eine Anreicherung der Cephalosporine
in bzw. an der Membran durch gegenionigen Tensidzusatz zu beobachten. Die gleichen Kombi-
nationen ermdglichten den Testantibiotika sowohl die Anreicherung in den Dinndarmschichten
als auch die Permeation in die Akzeptoren. Die Ergebnisse mit Lauryltrimethylammoniumbro-
mid bestétigen, dal} optimale Effekte durch Tenside mit einer C12-Kohlenwasserstoff-Seiten-
kette erreicht werden kénnen [Ubersicht bei 190], die wahrscheinlich die optimale GréRe und
Form aufweisen. Dal} fur die anionischen Cephalosporine auch anhand dieser Modellsysteme
die Zugabe von gleichgeladenen lonen ohne Einflul3 blieb, unterstiitzt die Theorie der lonen-
paarbildung.

Es wird deutlich, dal3 die Micellenbildung der Tenside trotz zum Teil steigender Lipophilie die
Membranpassage beeintrachtigt bzw. verhindert. Fir die Kombinationen, bei denen die Diffu-
sion der Testcephalosporine durch die Membran mdéglich war und bei denen die Konzentration
der Tenside jeweils unterhalb deren CMC lag, war ein direkter Zusammenhang zwischen Ver-
teilungskoeffizienten im n-Octanol-Puffer (pH=7,5)-System und dem resultierenden Permeati-
onskoeffizienten feststellbar, wie in dekbb. 37/ 38dargestellt ist.

r=0,9499

O’lllll
0 2 4 6 8 10

Verteilungskoeffizienten

Permeationskoeffizienten
Dodecanol-Collodium-Membranmodell

Abb. 37: Zusammenhang zwischen Verteilungskoeffizienten im n-Octanol-Puffer
(pH=7,5)-System und Permeationskoeffizienten am Dodecanol-Collodium-Mem-
bran-Modell fur Cephalosporine in Kombination mit monomeren amphiphilen Ge-
genionen

Eine lineare und doppel-logarithmische Korrelation zwischen Membranpermeationsrate und
Verteilungskoeffizient konnte fir Modellsubstanzen in Kombination mit Tensiden unterhalb
deren CMC auch von Collado et al. [22] nachgewiesen werden.
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r=0,6369
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Abb. 38: Zusammenhang zwischen Verteilungskoeffizienten im n-Octanol-Puffer
(pH=7,5)-System und Permeationskoeffizienten am Modell mit isolierten Meer-
schweinchen-Dunndarmsegmenten fur Cephalosporine in Kombination mit mono-
meren amphiphilen Gegenionen

Dal die Inkorporation der Cephalosporine in gebildete Tensidmicellen ungtinstig fir die Mem-
branpassage ist, zeigen auch Studien von Fabra-Campos et al. [42], Gouda et al. [58], Martinez
et al. [99], Poelma et al.[ 132] und Sancho-Chust et al. [148], so dal3 davon ausgegangen werder
solite, dal3 die Interaktion vorB3-Lactamantibiotika mit physiologisch vorliegenden
Mischmicellen aus Gallensalzen und Lipiden im Darmlumen die Resorption behindert [76].
konnten Tsuji et al. [183] feststellen, daf} die micellare Lésung von Cetyltrimethylammonium-
bromid -Lactamantibiotika vor dem sauren Abbau schiitzt.

Die Mdoglichkeit der Verbesserung des Cephalosporinfluxes durch den Einsatz von tensidischen
Gegenionen konnte auch anhand des Modellsystems mit einer Zellmonoschicht aus Caco-2-
Zellen als Lipidbarriere fir ausgewahlte Kombinationen gezeigt werden. Jedoch waren die Zel-
len zu empfindlich um die gleichen Konzentrationsverhéaltnisse zu testen, wie bei den vorherigen
Modellsystemen.

Die gezeigten Ergebnisse werden durch die Studie von Park et al. [124] unterstitzt, die die na-
sale und intestinale Resorptionsverbesserung von Cefotaxim durch lonenpaarbildung mit N-
Cetylpyridiniumchlorid, Cetyltrimethylammoniumbromid und Benzalkoniumchlorid nachwei-
sen konnten. Untersuchungen von Miyamoto [102] ergaben, dal3 Gallensalze die intestinale Re-
sorption von Cefazolin nicht verbessern, so dal3 die fehlende lonenpaarbildung auf Grund glei-
cher Ladung als Ursache angesehen werden kann. Fur Cefpirom kann vermutet werden, dal3 au
Grund seiner zwitterionischen Struktur bei pH=7,5 [106] ionische Wechselwirkungen sowohl
mit Kationen als auch mit Anionen mdglich sind, jedoch stehen dagegen die Ergebnisse von
Mrestani et al. [107]. Diese zeigten mittels Kapillarelektrophorese, dal3 Cefpirom nicht mit Lau-
ryltrimethylammoniumbromid interagiert, wéhrend Cefuroxim als Anion mit Lauryltrimethyl-
ammoniumbromid Komplexe bildet, die konzentrationsabhangig neutral bzw. positiv geladen
sind. Allerdings fuihrte die Kombination von Cefpirom und Lauryltrimethylammoniumbromid
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auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu keiner Veranderung des Verteilungs- und Trans-
portverhaltens von Cefpirom (Ergebnisse nicht gezeigt).

Die groReren Permeationsraten bei den biologischen Membranmodellen im Vergleich zum Mo-
dell mit ktinstlicher Lipidmembran lassen sich damit erklaren, daf3 zum einen die biologischen
Membranen komplexer aufgebaut sind und zum anderen neben der transzellularen Diffusion die
parazellulare Diffusion méglich ist. In der Literatur werden neben der lonenpaarbildung auch
andere Mechanismen diskutiert.

So machen Fabra-Campos et al. [42] die Erhdhung der Membranpolaritat und die Einschran-
kung der Diffusionsdoppelschicht auf der Membran durch monomere Tenside fur die beobach-
tete Permeationsverbesserung verantwortlich. Fur die Permeationssteigerygaactamanti-

biotika durch Gallensalze wurde durch Shiga et al. [153], Sakai et al. [146] und Freel et al. [49]
die Begunstigung des parazellularen Weges festgestellt, die laut Murakami et al. [108] auf
Grund der Calziumbindungskapazitat hervorgerufen wird.

Walde et al. [196] machen fUr die Permeationserh6hung durch konjugierte und unkonjugierte
Gallensalze die Beeintrachtigung der Phospholipidordnung verantwortlich, auch wurden Effekte
auf die Glycokalix beobachtet [190].

Ergebnisse von Nerurkar et al. [113] weisen darauf hin, dal3 oberflachenaktive Substanzen die
intestinale Resorption von Arzneistoffen verbessern kdnnen, indem sie das in der Luminalmem-
bran lokalisierte Effluxsystem hemmen, das fir schlechte Resorptionsraten von Peptiden und
peptidartigen Substanzen mit verantwortlich gemacht wird. Fur die Permeatiosteigerung aus
diesem Grunde wird das monomere Vorliegen der Tenside verantwortlich gemacht, weil eine
weitere Konzentrationserh6hung oberhalb der CMC keine zusatzliche Permeationssteigerung
zur Folge hat [114]. Diese zusatzlich mdglichen Mechanismen sind jedoch keine Erklarung da-
fur, dal fur Cefodizim und Cefuroxim nur Gegenionen die Permeationsrate steigern, wahrend
die mdglichen Interaktionen der Gallensalze mit den Membranen keinen ginstigen Einflul3 auf
die Permeationsrate haben.

Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, daf3 sich die Vergrol3erung des pH-Wertes
in den Versuchslésungen und somit die weitere Verschiebung des Dissoziationsgleichgewichtes
des Cefodizims zu Gunsten des unprotonierten (ionisiert vorliegenden) Anteils gunstig auf die
Membranpassage in Kombination mit Gegenionen auswirkt. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit weisen also darauf hin, daf} die lonenpaarbildung als Mechanismus der Permeationsver-
besserung im Vordergrund steht.

Fur amphiphile organische Kationen wurde beschrieben, dald sie an einer unspezifischen Bin-
dungsstelle an der luminalen Zellmembran durch hydrophobe und/oder hydrophile Wechselwir-
kungen binden kdnnen. Die Bindungsstarke nimmt mit der Alkylkettenlange ab einer Lange von
7 Methylgruppen drastisch zu [144]. In der vorliegenden Arbeit wurden quarterndre Ammo-
niumverbindungen mit Kohlenwasserstoffketten von C12- bis Cl16-Lange eingesetzt, so dald
folgender Transportmechanismus maoglich ware: 1. die kationischen Tenside binden an dieser
Bindungsstelle der apikalen Zellmembran, 2. die Cephalosporine bilden mit diesen Kationen
lonenpaare und diffundieren 3. als lonenpaare durch die Membran, 4. im wassrigen Milieu dis-
sozieren diese wieder.

Einflul3 der Tensidzugabe auf die Lebensfahigkeit der biologischen Membranen

Die Lebensfahigkeit der Darmschichten unter den Versuchsbedingungen ist die Grundvorraus-
setzung fur das Studium absorptiver Prozesse. Literaturangaben zufolge wird die Integritat und
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Funktionalitdt des mucosalen Gewebes durch Permeabilitdts- und Transportuntersuchungen
(z.B. Testung des Absorptionsverhaltens von Phenolrot [38, 149], FITC-Dextran [149], L-Histi-
din [126], O-Methylglucose [25], D-Glucose [59, 126,]), Messung elektrischer Zellpotentiale
[205] und histologische Studien [149, 126] Uberprift. Fur die vorliegende Problematik der
eventuellen Schadigung der Meerschweinchen-Dinndarmmucosa durch Tensidzusatz wurde die
Uberpriifung des aktiven D-Glucosetransportes, der auch fiir Meerschweinchen nachgewiesen
ist [16, 15, 61, 98], herangezogen.

Die Ergebnisse zeigen, dal3 der Konzentrationsverlauf der D-Glucose im Akzeptor bei Anwen-
dung der gleichen Ausgangskonzentrationen den Angaben in der Literatur [59, 73, 88, 195] ent-
spricht. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Wagner [195] konnte kein signifikanter Unter-
schied zwischen rein aktivem Transportprozeffdfe< Cakzeptoy UNd dem Zusammenspiel von
aktivem und passivem Transportpffaor Cakzepto) fEStgestellt werden, jedoch zeichnet sich
auch ein passiver Anteil am Transportmechanismus ab. Ursache fur die unsignifikante Differenz
ist wahrscheinlich die unterschiedliche Analytik. Im Gegensatz zu Grass und Sweetana [59], die
nur eine 120-minutige Lebensfahigkeit des Versuchsgewebes als sicher annehmen, kann ar
Hand der vorliegenden Ergebnisse davon ausgegangen werden, dald die Funktionalitat der Zeller
Uber mindestens 180min aufrechterhalten wurde und dal3 das Modell fiir die angestrebten Ver-
suche eingesetzt werden durfte.

Anhand der Uberpriifung des Tensideinflusses auf den D-Glucose-Transport durch die Meer-
schweinchen-Dinndarmschichten zeigte nur die Zugabe von 20 mmol/l Lauryltrimethylammo-
niumbromid eine Zellschadigung; alle anderen Tenside beeinfluRten den Glucosetransport in
den eingesetzten Konzentrationen nicht signifikant. Im Gegensatz dazu zeigten Fasano et al.
[43], dal3 schon 1 mM unkonjugierter Gallenséduren die aktive Resorption von Glucose behin-
dern.

Fur das Membranmodell mit Caco-2-Zellen wurde der Einfluld des Tensidzusatzes auf den zel-
lularen Zusammenhalt Gberprift, indem der Flux des parazellularen Diffusionsmarkers Mannitol
gemessen wurde. Die ,Dichtigkeit” des Epithels wurde schon durch sehr geringe Tensidkon-
zentrationen (0,25-0,5 mmol/l) beeintrachtigt, so daf} eine Schadigung der Zellen nicht ausge-
schlossen werden kann. Anderberg und Artursson [5] konnten fur Natriumdodecylsulfat zeigen,
dal3 die Erh6hung der Caco-2-Permeabilitat fur Mannitol durch 20-minltige SDS-Einwirkung
reversibel war, wahrend eine 2-stiindige Einwirkung von SDS die Mannitolpermebilitét irrever-
sibel erhbhte. Wie Quan et al. [134] feststellten, verandern geringfligig zytotoxische Konzentra-
tionen einiger Enhancer die TEER reversibel.

Durch eingehendere Untersuchungen als in der vorliegenden Arbeit konnten Anderberg et al. [6]
fur Taurodesoxycholat-Na konzentrationsabhangig Auswirkungen auf intrazellulare Enzyme,
die Membranpermeabilitat und die Morphologie feststellen, die bei niedrigeren Konzentrationen
nach bis zu 3 h wieder reversibel waren [166]. Miyamoto et al. zeigten, dal3 verschiedene
Gallensalze in relativ geringen Konzentrationen (0,2%) die intestinale Mucosastruktur nicht
angreifen [102]. Auch die Langzeittherapie mit Chenodeoxycholsaure (350-750 mg/Tag) zur
Auflosung von Gallensteinen war nur mit geringen unerwtinschten Nebenwirkungen verbunden
[150]. Dazu konnten Shekels et al. [152] nachweisen, dal3vitro cytotoxische
Gallensaurekonzentrationen die Mucinproduktiamstulieren, wodurchn vivo der Zellschutz

erhoht wird. Weiterhin wird dien vitro beobachtete schadliche Wirkung der Gallensalze auf die
intestinale Mucosan vivo durch Bildung von Mischmicellen mit Lipiden verhindert [76].
Gleichzeitig muf3 bertcksichtigt werden, dal3 nach einer Testmahlzeit und Entleerung der
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Gallenblase eine durchschnittliche Gallensdaurekonzentration im Duodenum von 14,5 mM
erreicht wird [200], die zu keiner Schadigung fuhrt.

Whitmore et al. [202] fanden heraus, dal} die Steigerung der Permeationsrate von Testsubstan:
zen durch Zugabe synthetischer Tenside mit einer vergleichsweise geringen Freisetzung von
Proteinen und einer bedeutend starkeren von Phospholipiden aus dem Darmgewebe verbundel
ist. Der Einflu3 auf das Darmgewebe war bei den anionischen Tensiden gréf3er als bei nichtioni-
schen gefolgt von kationischen. So beeintrachtigt laut Malcchiodi-Albedi et al. [97] N-Cetylpy-
ridiniumbromid nicht die Gewebemorphologie von humaner Colonmucosa. Cetyltrimethylam-
moniumbromid und N-Cetylpyridiniumbromid werden u.a. als lokale Mundantiseptika verwen-
det, die nach Verschlucken auch in Kontakt mit der Darmschleimhaut kommen [23], die phy-
siologische Unbedenklichkeit mul3 im Rahmen des Zulassungsverfahrens eines Arzneimittels
nachgewiesen worden sein.

In weiterfiihrenden Arbeiten sollte nach geeigneten nachweislich physiologisch vertraglichen
Gegenionen gesucht werden, die ahnliche physikochemische Eigenschaften wie die in dieser
Arbeit als Modellverbindungen eingesetzten, um die Resorptionsverbesserung durch lonenpaar-
bildung therapierelevant ausnutzen zu kénnen.

Vergleich der unterschiedlichen Membranmodelle

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daf} die Ergebnisse an Hand des Modell-
systems mit kinstlicher Lipidmembran gut mit denen des Meerschweinchen-Dinndarm- Mo-
dellsystems korrellieren. Dies ist in d&ob. 39 dargestellt.
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Abb. 39: Korrelation zwischen den Permeationskoeffizienten erhalten am Modell

mit Dodecanol-Collodium-Membran und am Modell mit isoliertem Meerschwein-
chen-Dinndarm

Auf einen direkten Vergleich mit den Fluxdaten durch die Caco-2-Zellmonoschicht muf3 auf
Grund der verschiedenen Konzentrationsverhaltnisse verzichtet werden. Jedoch lassen sich die
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Modellsysteme hinsichtlich praktischer Merkmale vergleichen, di€aim. 7 wertend zusam-
mengefalit sind:

Tab. 7: Vor- und Nachteile bei der Anwendung der Membranmodelle der vorliegenden

Arbeit
. System mit isolierterp
Modelle SyStem mit Dodecano Meerschweinchen- Caco-2-Zellkultur
Collodium-Membran .
Dunndarm
-sowohl passive als auch
-einfache Membranher-einfache  Praparatiojgktive Transportprozesse
stellung einfache Handhabung |sehr gut untersuchbar
Vorteile |-einfache Handhabung|-pysiologischer Zellver—~Modellierung der phy+
-Vermeidung von Tierrtband mit anhaftendepsiologischen Zellmor-
versuchen Mucus noschicht zwischen Lu-
men und Blutkapillaren
-unphysiologisches
Uberwinden der gesam-
ten Darmschichten, fiirZellen ohne physiolog|-
die Modellierung defrsche Schutzschicht
Nachteile | Nur passive Diffusimpa_ssiven Diffusion aug{Mucus) _
modellierbar reichend -aufwendige und Kkost-
-Totung der Versuchsspielige Kultivierungst
tiere erforderlich arbeit
-relativ kleine Permea-
tionsflache

Trotz der aufgeflihrten Nachteile waren die eingesetzten Membranmodelle fir die bearbeitete
Problemstellung einsetzbar, da die Grenzen ihrer Aussagefahigkeit bertcksichtigt wurden. So
wurde das Modellsystem mit isoliertem Meerschweinchen-Dinndarm nur fiir Versuche zur pas-
siven Duffusion eingesetzt, obwohl die Lebensfahigkeit der Zellen und die Transportaktivitat fur
D-Glucose nachweisbar war. Wie auch Perrier und Gibaldi [125] feststellten, ist isolierter Meer-
schweinchendinndarm als Modellsystem flr aktive Transportprozesse weniger geeignet, da die
resorptionsrelevanten Transportproteine nur in den Enterozyten lokalisiert sind, so dal das ei-
gentliche Ausmald der aktiven Permeation durch die Passage der nachfolgenden Zellschichter
auf passivem Wege verwischt wird. Eine Alternative wére die Verwendung der Ussing-Kammer
[189], bei der isolierte Mucosa von beispielsweise Kaninchen (die Mucosa von Meerschwein-
chen und Ratten ist fur die Praparation zu empfindlich) als resorptionsrelevante Zellschicht ein-
setzbar ist. Der Bedarf gro3erer Versuchstiere verteuert und verkompliziert jedoch dieses Mo-
dellsystem. Ein weiteres Modell mit isoliertem Versuchstierdiinndarm ist,dasrted sac*

System von Wilson und Wiseman [203], das im Vergleich zum Modell aus der vorliegenden
Arbeit den Vorteil aufweist, dald eine gré3ere Resorptionsflache genutzt werden kann. Dagegen
stehen aber die Nachteile, dal? diese Flache nicht genau definierbar ist und dafl3 die Volumenbe:
dingungen (Volumen ist im Donator grol3er als im Akzeptor) nicht den physiologischen Bedin-
gungen entsprechen. Beim Modell unter Verwendung von intestinalen Ringscheiben [17] ist nur
die Aufnahme in die Zellen bestimmbar, wobei nicht nur die luminale Darmseite der Testlésung
ausgesetzt ist.



-78 -

Der Vorteil des verwendeten Modellsystems mit isoliertem Meerschweinchendiinndarm gegen-
Uber Burstensaummembranvesikeln [79] ist, dal’3 die Darmzellen unter den Versuchsbedingun-
gen im verwendeten Modell lebensfahig sind, wobei die Vesikel nach aufwendigen Prapara-
tionsschritten nur aus apikalen Zellmembranbestandteilen gebildet werden und serosale und
intrazellulare Bestandteile unbertcksichtigt bleiben. Der Vorteil der Vesikel wiederum liegt in
der Moglichkeit, gezielt die luminale Aufnahme zu verfolgen.

Am vielseitigsten und zugleich aussagefahigsten ist das Modellsystem mit einer Zellmo-
noschicht aus Caco-2-Zellen als Transportbarriere, da sowohl passive als auch aktive Transport-
prozesse gezielt untersuchbar sind, die den physiologischen Bedingungen beim Menschen ent-
sprechen. So empfehlen Quan et al. [134] das Modell unter Verwendung von Caco-2-Zellen als
Screeningsystem fur Effektivitdt und Toxizitat von Enhancern. Jedoch schlul3folgerten Len-
nernas et al. [87] aus ihrer Studie mit verschiedenen passiv und aktiv transportierten Modellsub-
stanzen, dal3 mit dem Caco-2-Testsystem der passive Arzneistofftransport beim Menschen vor-
hergesagt werden kann, wahrend der aktive Transport jeweils um einen Faktor korrigiert werden
mul3, da das Ausmal} der Carrierexpression bei der Caco-2-Zellinie geringer als Folge des colo-
nalen Ursprungs der Zellinie im Vergleich zum menschlichen Intestinum ist. Diese Besonderheit
zeigen auch Ergebnisse von Artursson [7] und Rubas et al. [137].
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Resorptionsmaoglichkeiten fir Cephalosporine aus dem
Gastrointestinaltrakt charakterisiert. Trotz Hydrophilie ist die orale Applikation einiger
Cephalosporine und Penicilline moglich, da der tertiar-aktiV@éptid-Symporter PEPT1 diese
B-Lactamantibiotika gegen einen Konzentrationsgradienten in die Epithelzellen des Darmes
transportieren kanm3-Lactamantibiotika werden auf Grund ihrer tripeptid-&hnlichen Struktur
vom PEPT1 als Substrat erkannt. Zur genauen Untersuchung der strukturellen Erfordernisse an
neuep-Lactamantibiotika, aktiv durch PEPT1 transportiert zu werden, wurden die Affinitaten
von 20 Cephalosporinen und 3 Penicillinen zu diesem Carrier bestimmt. Die Transportstudien
erfolgten an der humanen Coloncarzinomzellinie Caco-2. Aus der Messung der
Aufnahmehemmung des Referenzsubstraf@Gly-Sar durch die Testsubstanzen ergaben sich
Inhibierungskonstanten;kKls Mal3 fur die Affinitat def-Lactamantibiotika zum PEPT1. Das
Spektrum der Inhibierungskonstanten reicht von niedrigen Werten von 0,3-3 mmol/l —
vergleichbar mit denen von natlrlichen Di- und Tripeptiden — Uber einen mittleren Bereich von
8-40 mmol/l bis zu sehr hohen;-Werten >50 mmol/l. Fir die letzte Gruppe kann davon
ausgegangen werden, dal3 diese Vertreter keine Substrate von PEPT1 sind. Der Struktur-
Affinitds-Vergleich a3t darauf schlieRen, dal3 (1) die unveranderte Tripeptidstruktur mit freier
N-terminaler Aminogruppe und freier C-terminaler Carboxylgruppe hohe Affinitaten bewirkt.
Dabei ist es unerheblich, ob diese in ein Cephem- oder Penamgerust intergriert ist. (2) Die
Aminogruppe kann ohne Affinitatsverlust durch eine Hydroxylgruppe bzw. eine zusatzliche
Carboxylgruppe ersetzt werden. (3) Die Substitution und der Sattigungsgrad des N-terminalen
Ringsystems und dessen Abstand fitbractamgerist modifiziert die Affinitdt zum PEPT1. (4)

Die Ausbildung einer zwitterionischen Struktur zwischen C-terminaler Carboxylgruppe und
quarternarem Ammonium-Substituenten in Position C3 verhindert die Affinitdt zu PEPT1. Auf
Grund der guten Korrelation zwischen Affinitdt zu PEPT1 und der oralen Bioverflugbarkeit kann
davon ausgegangen werden, daf3 neu entwiclgeltactamantibiotika, die via PEPT1 oral
verfigbar sein sollen, am beschriebenen Testmodell den Schwellenwert=dhnidM nicht
Uberschreiten durfen. Wegen der Komplexizitat der strukturellen Bedingungen kénnten die
vorliegenden Ergebnisse einer computergestitzten Konformationsanalyse unterzogen werden,
um die orale Bioverfligbarkeit neuer Verbindungenen noch besser vorhersagen zu kénnen.

Im Folgenden wurden die Permeationsraten der geteftdtantamantibiotika durch die Caco-
2-Zellmonoschicht bestimmt und mit den ermittelten Affinitdten zu PEPTL1 korreliert. Es ergab
sich ein direkt proportionaler Zusammenhang. Daraus folgt, dal3 die intestinale Resorptionsrate
von 3-Lactamantibiotika maf3geblich durch die Ausnutzung des Transports via PEPT1 bestimmt
wird. Abweichungen von dieser Korrelation kdnnen durch héhere Lipophilie und damit
groReren diffusiblen Anteil am Gesamttransport, den Einflu eines luminalen Effluxsystems,
welches den Transport zurlick in das Lumen begunstigt oder das noch nicht genauer
charakterisierte Transportsystem fur Di-und Tripeptide in der serosalen Membran erklart
werden. Die Ergebnisse zeigen, dal3 die orale Bioverfugbarkeit von mehr als 50% am ver-
wendeten Testmodell einen minimalen Permeationskoeffizienten von 8,Bi50vorraussetzt.

Bei der Untersuchung der Regulation und Modifikation des Transportsystems PEPT1 durch
extrazellulare Zuséatze wurde festgestellt, dal3 Zink-lonen und in starkerem Mal3e Kupfer-lonen
den [F'C]Gly-Sar-Transport kompetetiv hemmen. Durch Zink-lonen-Zusatz wurde nur der
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Transport von Cephalosporinen mit freier Carboxylgruppe am Cephem-Ringsystem, nicht je-
doch mit veresterter Carboxylgruppe gehemmt. Wahrscheinlich bilden Zink-lonen mit Substra-
ten von PEPT1 Komplexe, die niedriger affin sind als die freien Substrate. Die festgestellte
Transportbeeinflussung hat klinische Relevanz, sofern orale Cephalosporine mit freier Carbo-
xylgruppe am C-terminalen Ende simultan zu einer Zinksubstitution gegeben werden missen.

Die drei hydrophilen, strukturell unterschiedlichen Cephalosporine Cefodizim, Cefuroxim und

Cefpirom, die alle keine Substrate von PEPT1 sind, wurden ausgewé&hlt, um die lonenpaarbil-
dung mit amphiphilen Gegenionen (quarterndre Ammoniumsalze und Gallensalzderivate) als
Mdoglichkeit der Permeationsverbesserung durch lipophile Modellmembranen zu testen. Die
Bestimmung des Verteilungsverhaltens im n-Octanol-Puffer (pH=7,5)-System zeigte, dal3 die
Zugabe von kationischen Ammoniumsalzen mit zunehmender Konzentration die Lipophilie der
anionischen Cephalosporine Cefodizim und Cefuroxim zum Teil erheblich steigert, wahrend die
gleichgeladenen Gallensalzderivate ohne Einflu3 bleiben. Infolge der zwitterionischen Struktur
des Cefpiroms flhrten kationische und anionische Tenside zu einer deutlichen
Lipophilieerh6hung.

Der Einflul dieser Lipophiliebeeinflussung auf das Permeationsverhalten der drei
Testcephalosporine wurde an den Modellsystemen mit Dodecanol-Collodium-Membranen,
isoliertem Meerschweinchendiinndarm und Caco-2-Zellmonoschichten als Modellmembranen
Uberprift. An Hand der beiden ersten Modellsysteme wurde festgestellt, da3 die passive
Diffusion der Cephalosporine durch Einschlul3 in Tensidmicellen behindert wird. Fur die
Kombinationen bei monomerem Vorliegen der Tenside konnte ein direkter Zusammenhang zwi-
schen  Lipophiliesteigerung und  Permeationsrate = nachgewiesen  werden. Die
Permeationsbegtinstigung durch ausschlie3lich gegenionige Zusatze fihrte zu dem Schlul3, dal
sich auf Grund von ionischen Wechselwirkungen zwischen den Ladungen der Cephalosporine
und den ionischen Tensiden Assoziate ausbilden, die die Permeation in und durch die
Modellmembranen ermdglichen. Somit kann die lonenpaarbildung die Resorption auf passivem
Wege verbessern. Nur Lauryltrimethylammoniumbromid schadigte die Dinndarmmembranen,
wie durch Uberprifung des aktiven D-Glucosetransportes nachgewiesen wurde. Die
Permeationsbeginstigung durch ausgewéhlte Kombinationen mit Gegenionen konnte auch am
Modell mit Caco-2-Zellmonoschichten gezeigt werden. Da jedoch die Bestimmung des
Mannitolfluxes unter Zugabe der verschiedenen kationischen Tenside Hinweise auf einen
verminderten Zellzusammenhalt gab, ist die Permeationsverbesserung durch diese Tenside
zumindest teilweise durch eine Membranschadigung zu erklaren. Deshalb missen zur thera-
peutischen Ausnutzung der lonenpaarbildung zur Resorptionsverbesserung lipophile, physio-
logisch vertragliche Gegenionen ausgewahlt werden, die das Darmgewebe nicht oder nur
reversibel beeintrachtigen.

Der Vergleich der eingesetzten Modellsysteme zeigte, dal3 die humane Coloncarzinomzellinie
Caco-2 als Modellmembranbildner sowohl zur Untersuchung von aktiven als auch passiven
Transportprozessen des Intestinums empfohlen werden kann, wahrend die anderen Modellsy-
steme nur bedingt aussageféahig sind.
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