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Kurzreferat

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Studien dienen der besseren

Charakterisierung von pharmakokinetischen Interaktionen zwischen nahrungsbedingten

Komponenten und Arzneistoffen. Zu diesem Zweck wurde das veränderte

Resorptionsverhalten des lipophilen Modellarzneistoffs Chinin in Gegenwart von

Pektinderivaten in verschiedenen Varianten, von Glycocholsäure- und

Glycodesoxycholsäuremizellen und von binären und ternären mischmizellaren Systemen der

Glycodesoxycholsäure mit Palmitinsäure und/oder Eilecithin untersucht. Dabei wurden

verschiedene in vitro-Transportmodelle (Permeationsmodell nach FÜRST und NEUBERT,

everted sac-Technik, Diffusionskammersystem SnapwellTM) eingesetzt. Abschließend

erfolgten pharmakokinetische Untersuchungen an einem Kaninchenmodell (intraduodenale

Einmalapplikation). Die dabei beobachteten Effekte auf das veränderte Transportverhalten

des ausgewählten Wirkstoffes werden im Zusammenhang mit Auswirkungen auf die

Bioverfügbarkeit von Arzneistoffen durch nahrungsabhängige Faktoren diskutiert.

Deskriptoren
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Zellkultur
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1. Einleitung und Aufgabenstellung

Die orale Applikation ist die mit Abstand am häufigsten verwendete Methode der Verab-

reichung von Arzneistoffen. Die Bioverfügbarkeit der Arzneistoffe wird dabei von den

Verhältnissen im Gastrointestinaltrakt entscheidend mitbestimmt, für die wiederum die

Nahrungsaufnahme einen wesentlichen Faktor darstellt. Dabei spielen vor allem pharma-

kokinetische Wechselwirkungen mit den Nahrungsbestandteilen eine große Rolle [1].

Oft sind die Kenntnisse über den Einfluß der Nahrungsmittel-Arzneimittel-

Wechselwirkungen auf die Pharmakokinetik von Arzneistoffen gering ausgeprägt oder

beruhen auf empirischen Erkenntnissen. Bei vielen Wirkstoffen ist die Auswirkung

gleichzeitiger Nahrungszufuhr auf die Resorption noch nicht geklärt  oder wird nur an-

hand allgemeingültiger Faktoren beurteilt [2-6].

Außerdem variiert ein Effekt häufig sehr stark von Patient zu Patient, so daß sich kon-

krete Einnahmeempfehlungen oft recht schwierig gestalten. Dennoch wurden in den

letzten Jahrzehnten die Untersuchungen auf diesem Gebiet intensiviert, und es erscheinen

neben Veröffentlichungen zu einzelnen, speziellen Interaktionen regelmäßig relativ um-

fangreiche aktualisierte Übersichten [1, 3, 4, 7-25].

Interessant sind hierbei in erster Linie Wirkstoffe mit einer geringen therapeutischen

Breite, bei denen eine Änderung der Bioverfügbarkeit eine grundlegende Gefahr bei der

Pharmakotherapie darstellt. Oft handelt es sich um Problemarzneistoffe, die durch eine

extreme Hydrophilie oder Lipophilie gekennzeichnet sind.

Die Schwierigkeit besteht vor allem darin, daß die aufgenommene Nahrung ständigen

Veränderungen hinsichtlich Zusammensetzung, Volumen und Tageszeitpunkt unterwor-

fen ist. Daher ist es auch nicht einfach, Hinweise wie “Zu den Mahlzeiten” oder “Nach

dem Essen” zu präzisieren, denn wie setzt sich “Die Mahlzeit” zusammen ? Es gibt zwar

in der Fachliteratur die Angabe sogenannter Standardmahlzeiten, die allerdings in den

verschiedenen Kulturen sehr unterschiedlich ausfallen und sicher auch nicht den indivi-

duellen  Nahrungszubereitungen in ihrer Vielfalt genügend entsprechen.

Daher wird in zunehmendem Maße der Einfluß bestimmter Nahrungskomponenten auf

die Arzneimittelwirkungen in den Vordergrund gestellt. Gleichzeitig sucht man neben

den Mechanismen der Wechselwirkungen nach vergleichbaren Testverfahren sowohl in

vitro als auch in vivo. Dabei finden verschiedene Modellsysteme und Methoden ihre An-

wendung [3, 4, 9, 26-42].
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Für eine hinreichende Charakterisierung einer Arzneistoff-Nahrungsmittel-Interaktion ist

es nach einer Reihe von in vitro-Untersuchungen erforderlich, das Ergebnis in vivo zu

bestätigen. Dies ist notwendig, da die komplexen Verhältnisse während der Passage des

Gastrointestinaltraktes durch in vitro-Modellsysteme immer nur in Teilaspekten beurteilt

werden können. Es ist daher wünschenswert, eine möglichst vergleichbare und reprodu-

zierbare Reihenfolge von Modellen und Methoden zu finden, die es ermöglicht, den Ein-

fluß von Nahrungsbestandteilen auf die Resorption und somit auf die Bioverfügbarkeit

von Arzneistoffen zu berücksichtigen.

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit setzte sich darauf aufbauend folgendermaßen

zusammen:

- die Veränderung des in vitro-Transportverhaltens eines ausgewählten Arzneistoffes

   unter dem Einfluß eines bestimmten Nahrungsbestandteils bzw. verschiedener

   Gallensäuremizellen bzw. Mischmizellen zu untersuchen;

- ausgewählte Ergebnisse der in vitro-Transportuntersuchungen hinsichtlich der Biover-

   fügbarkeit in vivo zu bestätigen;

- eine geeignete Reihenfolge von Modellsystemen festzulegen, die es ermöglicht,

   pharmakokinetische Interaktionen von Arzneistoffen in Zusammenhang mit der

   Nahrungsaufnahme besser voraussagen zu können.

Als Modellarzneistoff wurde der basische Arzneistoff Chinin eingesetzt. Er besitzt eine

gute Bioverfügbarkeit (sogar bei Durchfall bis zu 80 % nach oraler Gabe [6] ) und ein

ausgewogenes Verhältnis an Lipophilie für die Membranpermeation und Hydrophilie für

die Löslichkeit in den wässrigen Kompartimenten.

Dazu wurden als Nahrungsbestandteil bestimmte Varianten des löslichen Ballaststoffes

Pektin beziehungsweise im Vergleich hierzu Gallensäure-Mizellen sowie binäre und ter-

näre Systeme von Gallensäure-Mischmizellen verwendet. Der erste Schritt war die

Durchführung von Transportuntersuchungen an einem Permeationsmodell mit künstli-

cher Membran. Weiterhin erfolgten Versuche mit einem isoliertem Dünndarmsegment

und im abschließenden Teil der Arbeit war es das Anliegen, die in vitro gefundenen Er-

gebnisse im Tierversuch in vivo zu bestätigen.
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2. Theoretischer_Teil

2. 1. Physiologische Grundlagen

Ein oral applizierter Arzneistoff durchläuft während der biopharmazeutischen Phase

(Auflösung und Freisetzung, Absorption) in der Regel mehrere Abschnitte des Verdau-

ungstraktes unter Veränderung des umgebenden pH-Wertes, wobei Passagegeschwindig-

keit und pH-Wert auch nahrungsbedingt variieren [43-53].

Der Wirkstoff gelangt dabei über Mund und Rachenraum in den Ösophagus und dann in

den Magen, von dort kann er weiter über den Pylorus in den Dünndarm gelangen. Im

Magen werden vor allem schwache Säuren und Neutralstoffe resorbiert, während sich

Basen im sauren Magensaft anreichern. Die Absorptionsfläche ist mit ca. 0,1 bis 0,2 m²

relativ klein; die meisten Arzneistoffe sind noch wenig gelöst. Die Geschwindigkeit der

Magenentleerung wird  von der Art und Zusammensetzung des Mageninhaltes bestimmt.

Bei Flüssigkeiten erfolgt sie in Abwesenheit von Proteinen und Fetten nach einer Kinetik

1. Ordnung, ansonsten verläuft die Magenentleerung bevorzugt nach einer Kinetik 0.

Ordnung [15]. Interessant ist vor allem die Geschwindigkeit, mit der nach der Magenpas-

sage der Arzneistoff in den Dünndarm gelangt, denn dieser stellt den Hauptresorptionsort

für die überwiegende Anzahl der Wirkstoffe dar. Daher werden zur Verkürzung der Ver-

weildauer im Magen viele Arzneimittel zur nüchternen Einnahme empfohlen.

Die vorliegende Arbeit widmet sich in diesem Zusammenhang  dem Aspekt einer mögli-

chen Bindung des Arzneistoffes an Nahrungsbestandteile und damit einer längeren Ver-

weildauer im Nahrungsbrei.

Der Dünndarm ist mit seiner großen Oberfläche (ca. 200 m²), der hier relativ langen Pas-

sagezeit sowie der Anwesenheit von Pankreassaft, Duodenalsekret und Galleflüssigkeit

der wichtigste Resorptionsort für die meisten oral verabreichten Arzneistoffe. Die Gal-

lensäuren, die einem entero-hepatischen Kreislauf unterliegen, spielen mit ihren Tensi-

deigenschaften eine entscheidende Rolle bei der Verdauung und Absorption von Lipiden.

Ihre Auswirkung soll ebenfalls einen Teil der folgenden Arbeit zu Untersuchungen von

Einflüssen der Nahrungsaufnahme auf die Bioverfügbarkeit des Arzneistoffes Chinin

bilden.

Der Dickdarm bildet mit seinen drei Abschnitten Blinddarm, Grimmdarm und Mast-

bzw. Enddarm den letzten Teil des Gastrointestinaltraktes und ist mit seiner starken phy-
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siologischen Besiedlung durch Mikroorganismen (109 bis 1011 Keime / g Darminhalt ),

der Darmflora, auch an der Biotransformation von Arzneistoffen beteiligt [9, 15, 54].

Die physiologischen Verhältnisse für applizierte Arzneistoffe im Magen-Darm-Trakt

unterliegen ständigen Veränderungen. Nachfolgend sind einige der bedeutendsten varia-

blen Parameter genannt:

- Adsorption/Komplexbildung mit Nahrungsbestandteilen,

- Alter/Geschlecht/Gesundheitszustand/Genotyp,

- Durchblutung/physische Aktivität/Körpergröße/Körperlage,

- Biotransformation/First-pass-Effekt/pH-Wert/Verweilzeit,

- Geschwindigkeit der Magenentleerung/Peristaltik,

- Gallensäuresekretion/Harn-pH/Exkretion,

- Löslichkeit/Lösungsgeschwindigkeit in Sekreten des Gastrointestinaltraktes,

- Volumen/Temperatur/Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme und Zusammensetzung

   bzw. Zubereitung der Nahrungskomponenten.

Es ist daher notwendig, einzelne Nahrungsbestandteile bzw. Interaktionen hinsichtlich

ihrer Auswirkung auf den Gesamtprozeß der Pharmakokinetik eines Wirkstoffes zu be-

urteilen, da oft gegensätzliche Einflüsse zur gleichen Zeit miteinander konkurrieren.

Die weit überwiegende Zahl der Nahrungsmittel-Arzneimittel-Interaktionen sind phar-

makokinetischen Ursprungs, d. h., sie verändern die Blutspiegelkurve des Arzneistoffes

und damit dessen Bioverfügbarkeit. Pharmakodynamische Wechselwirkungen stellen

dagegen eher die Ausnahme dar. Die Änderung der Pharmakokinetik eines Arzneistoffes

durch Nahrungskomponenten wird in erster Linie durch resorptionsbeeinflussende Fakto-

ren bestimmt. Zur Voraussage von Wechselwirkungen sind daher Wirkstofftransportun-

tersuchungen besonders geeignet.
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2. 2. Pektin

2. 2. 1. Der Einfluß von Pektinderivaten als löslicher Ballaststoff

Als Ballaststoffe bezeichnet man in ihrer Gesamtheit jene Bestandteile der Nahrung (z. B.

Pflanzenzellwände), die nicht durch körpereigene Enzyme gespalten und die während der

Passage des Magens und des Dünndarms nicht resorbiert werden können. Zu den am häu-

figsten in der Nahrung vorkommenden Ballaststoffen zählen die Pektine.

Sie entfalten eine Reihe physiologischer Wirkungen. So fördern sie beispielsweise in

Verbindung mit Wasser durch ihre Quelleigenschaften die Peristaltik und damit den inte-

stinalen Transit. Diese Eigenschaft nutzt man als milde Laxantien zur Behandlung von

Obstipationen oder bei Übergewichtigkeit zur Erreichung eines Sättigungsgefühls. Wei-

terhin sind sie in der Lage, Nahrungsfette und Gallensalze zu binden. Letzteres ist vor

allem bei der Senkung erhöhter Serumcholesterol- und Triglyceridspiegel bedeutsam [55-

75].

Durch  ihre Fähigkeit zu Adsorption oder Ionenaustausch sind sie für eine verzögerte

oder verminderte Aufnahme von Vitaminen, Mineralien und natürlich von Arzneistoffen

aus dem Darmlumen verantwortlich [1, 4, 6-9,15-18, 23-42, 76-89].

Dieser Bindungseffekt führte auch zu Untersuchungen über mögliche Freisetzungseigen-

schaften, beispielsweise von Hydrogelen mit amidierten Pektinen als Matrix für dick-

darmlösliche Arzneiformen [90, 91].

Besonders bei Arzneistoffen mit geringer therapeutischer Breite stellt eine derartige

mögliche Interaktion ein Therapierisiko dar. Dazu sei auch hingewiesen auf in vitro- bzw.

in vivo- Untersuchungen zu Ballaststoffeinflüssen auf  Problemarzneistoffe wie zum Bei-

spiel Digoxin [77]. Auch ist das veränderte Verhalten von Arzneizubereitungen mit kon-

trollierter Wirkstoff-Freigabe in Zusammenhang mit ballaststoffreicher Nahrung (erhöhte

Viskosität, Bindungsaffinitäten)  beachtenswert [42].

Pektine und ihre Derivate zählen neben Cellulose, Hemicellulosen, Ligninen, Wachsen,

unverdaulichen Schleimen etc. zu den weitestverbreiteten Ballaststoffen in Obst, Gemüse

und Getreideprodukten. Ihr häufiges Vorkommen als lösliche bzw. unlösliche Bestand-

teile der pflanzlichen Nahrung und ihr vielfältiger Einsatz in der modernen Lebensmitte-

lindustrie wie auch als Arzneimittelhilfsstoff machen sie für Untersuchungen hinsichtlich

Interaktionen mit Arzneistoffen interessant [92-107].
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In der vorliegenden Arbeit wurden dazu verschiedene Pektine und Pektinderivate mit

variierten strukturellen Parametern eingesetzt.

2. 2. 2. Charakterisierung der ausgewählten Pektinderivate

Als Pektin, Pektinsubstanzen bzw. Pektinstoffe bezeichnet man Polysaccharide, deren

wesentlicher Baustein D-Galaktopyranuronsäureeinheiten sind, die linear α(1→ 4) zu

langen Ketten verknüpft sind. Diese Homogalakturonane werden aus den Preßrückstän-

den nach der Apfel- und Zitrussaftgewinnung im industriellen Maßstab extrahiert und

sind handelsüblich.

O
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H

H
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O
HH
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n
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R1 = OH oder OCH3 Pektin

R2 = H oder COCH3 Acetylpektin

R1 = OH oder NH2 Amidpektin

Abb. 1 Strukturformel von Pektin

Die mittleren Molekülmassen bewegen sich zwischen 50000 und 150000. In den Mole-

külketten sind vereinzelt neutrale Zucker wie α(1→2)-glykosidisch gebundene L-

Rhamnose, dazu können in Seitenketten an die Rhamnoseeinheiten Galaktane, Arabina-

ne, Galaktoxylane oder Xylofucane gebunden sein. Bei den Pektinsäuren sind die Galak-

topyranuronsäureeinheiten unverestert, mit Ca- und Mg-Ionen kann daraus ein unlösli-

cher hochmolekularer Komplex, das sogenannte Protopektin, gebildet werden.

Im pflanzlichen Gewebe ist das Pektin weitgehend in seiner unlöslichen Form vorhanden.

Durch Kochen unter Druck im schwach sauren Milieu oder enzymatischen Abbau (bei-

spielsweise bei der Fruchtreifung) kann daraus wasserlösliches Pektin erhalten werden.

Die teilweise Veresterung der Carboxylgruppen mit Methanol hemmt die Ausbildung von

Wasserstoffbrücken und damit die Parallellagerung der Polymerketten. Das ist dann der
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Grund der guten Wasserlöslichkeit von Pektin. Bei schwach saurem pH-Wert können in

Gegenwart hoher Zuckerkonzentrationen (Konzentration > 50 %) stabile Gele entstehen

[108-110].

Nach der Herkunft unterscheidet man beispielsweise Citrus- oder Apfelpektin.

Bei Veresterung der Hydroxylgruppen an den C-Atomen 2 und 3 der Galakturonsäure-

einheiten mit Essigsäure entstehen Acetylpektine. Werden Estermethoxylgruppen durch

Säureamidgruppen ersetzt, spricht man von Amidpektinen. Bei Einwirkung von pflanzli-

chen Pektinesterasen auf Pektin werden Derivate mit großen, sogenannten “blockweisen”

Anordnungen freier Carboxylgruppen erhalten (Serie Bl).

Einen Überblick über die Kenndaten der einzelnen Pektinpräparate gibt Tabelle 1.

Tabelle 1 Zusammensetzung der Pektinpräparate

Präparat Anhydroga- Veresterungs-   Viskositäts-      Acetylie-      Amidie-

lakturonsäure      grad  zahl      rungsgrad      rungsgrad

(AG)  [%]   (VG)  [%]  (η) [ml/g AG]        [%]        [%]

__________________________________________________________________________

Bl-1 72,8 92,6 343

Bl-2 72,7 71,6 284

Bl-3 71,5 54,2 279

Bl-4 73,9 34,5 249

Ac-1 75,5 49,2 436              13,5

Ac-2 69,4 48,2 418              34,0

Ac-3 66,5 47,9 435              42,0

Ac-4 64,5 48,6 290              55,0

Am-1 72,0 39,3 353 10,3

Am-2 71,8 19,4 336 33,5

Am-3 72,2 13,4 326 38,1

A-0 62,9 54,2 499

A-10 62,3 53,5 148

A-100 61,7 53,3 32,4
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Die Viskositätszahl [η] steht empirisch in Beziehung mit dem Molekulargewicht (zur

Bestimmung und Erläuterung s. Kap. 6 1. Methoden). Pharmazeutische Verwendung

finden Pektinpräparate als Hämostyptica oder bei Diarrhoe, weiterhin als Hilfsstoff bei

Arzneizubereitungen, so beispielsweise als Tablettensprengmittel aufgrund des starken

Quellvermögens oder Schleimstoff zur Viskositätserhöhung bei der Stabilisierung von

Suspensionen. Eine außerordentlich breite Anwendung, vor allem aufgrund ihrer Ge-

liereigenschaften, finden Pektinderivate in vielen Bereichen der Lebensmittelindustrie.

Die bei den folgenden Versuchsreihen verwendeten Pektinlösungen wurden auf einen

AG-Gehalt von jeweils 0,5 % (Masse-Vol.-%) eingestellt (MRAG 176,1 g / mol). Für die

Arbeit wurden am Deutschen Institut für Ernährungsforschung in Potsdam-Rehbrücke

aus einem handelsüblichen, gereinigten Citruspektin eine Pektinserie mit blockweiser

Anordnung der freien Carboxylgruppen (Bl), eine Amidpektinserie (Am) sowie eine

Acetylpektinserie (Ac) hergestellt.

Weiterhin wurde ein mittelverestertes Apfelpektinpräparat eingesetzt, welches durch stu-

fenweise Mechanolyse (Schwingmühle, Mahldauer 10 und 100 Stunden) des hochmole-

kularen Ausgangsderivates im trockenen Zustand in seinem Molekulargewicht differen-

ziert vermindert wurde (A-0, A-10, A-100, Kenndaten s. Tab. 1, zur Herstellung der ein-

zelnen Serien der Pektinpräparate s. Kap. 6. 1. Methoden).
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2. 3. Gallensäuren

2. 3. 1. Der Einfluß von Gallensäuren

Eine wichtige Gruppe von Steroiden im Organismus sind die aus dem Cholesterol gebil-

deten Gallensäuren. Sie kommen als essentielle Bestandteile der Gallenflüssigkeit, abge-

leitet vom 5ß-Cholestan, im Säugetierorganismus als Derivate der Cholansäure vor. Ihre

Salze werden als Cholate bezeichnet. Die Gallensäuren treten in der Gallenflüssigkeit fast

ausschließlich als wasserlösliche Natriumsalze ihrer amidartig an der Carboxylgruppe mit

Glycin (Glycocholsäuren) oder Taurin (Taurocholsäuren) verknüpften Konjugate auf [5,

6, 15, 108-111].

Die beim Menschen vorkommenden wichtigsten Gallensäuren sind die Cholsäure und die

Chenodesoxycholsäure (in den Leberzellen aus Cholesterol synthetisiert; auch als primäre

Gallensäuren bezeichnet), sowie die Desoxycholsäure und die Lithocholsäure (nach Ab-

spaltung der Hydroxylgruppe am C-Atom 7 der primären Gallensäuren durch bakterielle

7α-Dehydroxylasen; auch als sekundäre Gallensäuren bezeichnet).

R1

CH3

CH3

C R4

R2

R3

O

3 7

12 17

24

G CO NH CH2 COOH

Glyco-Konjugate

G CO NH CH2 CH2 SO3H

Tauro-Konjugate

G = Gallensäure-RestCholsäure

Desoxycholsäure

Chenodesoxycholsäure

Lithocholsäure

R1 R2 R3 R4

OH OH OH OH

OH OH

OH

OH

OH

OH OH

  H   H OH

  H

  H

Abb. 2 Strukturformeln der wichtigsten beim Menschen vorkommenden Gallensäuren
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Die physiologische Bedeutung der Gallensäuren, begründet in ihren Tensideigenschaften,

läßt sich folgendermaßen zusammenfassen:

Erleichterung der Dispersion und Resorption von Lipiden und fettlöslichen Vitaminen

aus dem Darmlumen, pH-Verschiebung im Dünndarm, Induktion des Gallenflusses,

Rückkopplungshemmung der Gallensäuresynthese und damit verbunden auch Modulati-

on der Cholesterolproduktion in der Leber, Transport von Produkten aus dem Leber-

stoffwechsel in den Intestinaltrakt sowie über die Gallensäureausscheidung auch Elimi-

nation von Cholesterol [55-75].

Die Gallensäuren werden zu ca. 90 % aus dem Darm wieder resorbiert und gelangen in

die Leberzellen. Sie unterliegen somit einem enterohepatischen Kreislauf [5, 6, 15, 112].

Durch ihre amphiphile Struktur sind die Gallensäuren-Konjugate stark grenzflächenaktiv.

Sie spielen eine herausragende Rolle bei der Fettverdauung aufgrund der Emulgierung

der Lipide, womit deren Abbau durch Lipasen erleichtert wird.

In Lösung besitzen sie die Eigenschaft, Mizellen zu bilden, worauf im Kapitel 2. 3. 2.

noch ausführlicher eingegangen wird. Die Desoxycholsäure ist in der Lage, mit Fettsäu-

ren und anderen hydrophoben Verbindungen in einem bestimmten Molverhältnis was-

serlösliche Einschlußverbindungen, die man als Choleinsäuren bezeichnet, zu bilden.

Durch Röntgenstrukturanalyse ist bekannt, daß dabei zwei Desoxycholsäure-Moleküle

einen 0,28 nm langen Kanal bilden. Auf diese Weise kann beispielsweise ein Molekül

Stearinsäure (mit einer Länge von ca. 2,4 nm) mit acht Molekülen Desoxycholsäure eine

derartige Einschlußverbindung bilden [108, 109, 111].

Die pharmazeutische Bedeutung von Gallensäuren ist vielfältig. Entweder erfolgt die

Gabe in Form eines Gallensäurepräparates, oder in der Arzneiform sind Gallensäuren als

Emulgator zugegeben. Exogen zugeführte Gallensäuren spielen vor allem bei der Gallen-

steintherapie (Ursofalk), bei Erkrankungen mit cholestatischer Komponente (Leberer-

krankungen etc.), bei der Behandlung der zystischen Fibrose oder bei der Eliminierung

toxischer Metabolite eine Rolle [6, 133].

Bei Aufnahme fettreicher Nahrung wird die Sekretion von Gallensäuren gesteigert. Die

GS verbessern als physiologische Detergenzien auch die Benetzbarkeit von Arzneistoffen

erheblich. Durch diese Lösungsvermittlung werden zum einen auch schlecht wasserlösli-

che Verbindungen in Lösung gebracht, zum anderen erhöht sich durch die Lösung im

Nahrungsfett wesentlich die Auflösungsgeschwindigkeit und damit die Resorption lipo-

philer beziehungsweise schwerlöslicher Wirkstoffe.
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Diese Effekte wurden für zahlreiche Arzneistoffe wie zum Beispiel Griseofulvin [113,

114], Itraconazol [115-119], Chloroquin [120], Mefloquin [121], Streptomycin, Genta-

micin und Cefazolin [122, 123], Hydrochlorothiazid [13, 19, 124] oder bei bestimmter

Galenik Ciclosporin [125-130] beschrieben. Bei fehlender oder gestörter Gallensäurese-

kretion kann deshalb auch eine zusätzliche Gabe von Gallensäurepräparaten erforderlich

sein [1, 15, 131, 132].

Allerdings handelt es sich bei den erwähnten Studien meist um in vivo-Untersuchungen,

und der Einfluß der Gallensäuren ist nur ein Bestandteil von wesentlich komplexeren

Vorgängen. Bei Tierversuchen muß außerdem immer der Unterschied zum menschlichen

Organismus beachtet werden. So besitzen beispielsweise Ratten keine Gallenblase und

weisen ein deutlich unterschiedliches Spektrum an Gallensäuren auf [15].

Im Zusammenhang mit den Resorptionsprozessen wird auch ein Ionenpaartransport über

Gallensäure-Anionen diskutiert [134, 135]. Bei der biliären Exkretion spielen Gallensäu-

ren als einer der drei Hauptbestandteile (neben Cholesterol und Lecithin) der Gallenflüs-

sigkeit, kurz Galle genannt, ebenfalls eine wichtige Rolle [5, 15].

Zur direkten therapeutischen Verwendung kommen vor allem aus Ochsengalle gewonne-

ne Gallensäuren, die einen hohen Anteil an Cholsäure und Desoxycholsäure aufweisen,

als Choleretika bei gestörtem Gallenfluß (Cholecysmon) oder als Cholelitholytika zur

Auflösung kleiner, nicht verkalkter Gallensteine. Weiterhin verwendet man Gallensäuren

als Ausgangsprodukte für die Partialsynthese von Steroidhormonen, als Gallensäure-

Arzneistoff-Konjugat oder als Detergentien für eine verbesserte Solubilisation und er-

leichterte Membrangängigkeit schwer resorbierbarer Wirkstoffe [5, 6, 110, 136-142].

2. 3. 2. Charakterisierung der ausgewählten Gallensäuren

Gallensäuren können als amphiphile Moleküle instabile molekulardisperse Lösungen

bilden. Ihre Anreicherung an Grenzflächen bzw. in der Oberfläche von Flüssigkeiten, die

zur Erniedrigung der Grenzflächen- bzw. Oberflächenspannung führt, resultiert ebenso in

einem Energiegewinn wie ihre Assoziierung im Inneren der Lösung. Letztere erfolgt ab

einer bestimmten vorliegenden Konzentration, der kritischen Mizellbildungskonzentrati-

on CMC, die bei den Gallensäuren zu kugelähnlichen Mizellen führt [143-146]. Diese

kugelförmigen primären Gallensäuremizellen, die oberhalb der CMC gebildet werden,
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erreichen beispielsweise bei mittleren Aggregationszahlen von m = 10-12 eine maximale

Größe von 10-16 Å, sie sind also relativ klein [147].

Eine Besonderheit der Gallensäuren gegenüber anderen Tensiden bei der Mizellbildung

ist die deutlich geringere Aggregationszahl bei einer hohen CMC.

Weiterhin bestehen die Moleküle der Gallensäuren im Unterschied zu klassischen Emul-

gatoren nicht aus einer hydrophilen, polaren Kopfgruppe und einem hydrophilen polaren

Alkylrest, sondern aus einer konvexen, hydrophoben Oberseite, einer polaren Seitenkette

und einer konkaven, hydrophilen Unterseite. Der hydrophile Teil der Gallensäuren wird

von einer ionischen Gruppe (der Carboxylgruppe, die in wässriger Lösung dissoziieren

kann) und ein bis drei Hydroxylgruppen (zwei: GDCA, drei: GCA) gebildet.

Gallensäuremizellen tragen daher eine negative Oberflächenladung; zwischen ihnen wir-

ken abstoßende Coulomb-Kräfte. Das Steroidgrundgerüst bildet dabei den hydrophoben

Teil [148, 149].

Die Aggregationszahlen der Mizellen, die von den Lösungsbedingungen abhängen, sind

bei Trihydroxygallensäuren kleiner (2 - 8) als bei Dihydroxygallensäuren (4 - 60). Bei

sinkendem pH oder abnehmender Temperatur bzw. steigender Ionenstärke der Lösung

erhöht sich die Aggregationszahl [148].

Dies bedeutet, daß in wässriger Lösung die CMC, die bei Gallensäuren zwischen 0,6 mM

und 10,0 mM variieren kann, von diesen Faktoren beeinflußt ist. Durch Mizellbildung

mittels der negativ geladenen Gallensäureanionen wird außerdem zusätzlich Gallensäure

gelöst [144, 145].

Durch eine Erniedrigung des pH-Wertes bzw. der Temperatur oder durch eine Erhöhung

der Ionenstärke bzw. der Konzentration verändern sich Form und Größe der Mizellen; es

können sich die sogenannten sekundären Mizellen bilden. Diese flexiblen Gebilde sind

meist stäbchenförmig oder helixartig. Ein weiteres Anwachsen der Mizellradien, welches

vor allem oberhalb eines bestimmten Schwellenwertes der Ionenstärke der Lösung in

Abhängigkeit von der Gallensäurekonzentration auftritt, bezeichnet man auch als Poly-

merisierung zwischen der hydrophilen Oberfläche primärer Mizellen durch Bildung se-

kundärer Mizellen.

In jüngster Zeit wurden Untersuchungen über die Mizellstruktur der Gallensäuren mittels

Neutronenkleinwinkelstreuung und Lichtstreuung bzw. mizellarer elektrokinetischer Af-

finitätschromatographie durchgeführt [144, 148].
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Die dabei nachgewiesene Aufnahme von Arzneistoffmolekülen in Gallensäuremizellen

bildete den Ansatz für die Verwendung der Gallensäuren in der vorliegenden Arbeit. Zur

Mizellbildung wurden zwei Glyco-Konjugate von Gallensäuren herangezogen: Gly-

cocholsäure, GCA, und Glycodesoxycholsäure, GDCA (Abb. 3).

OH

CH3

CH3

OH

OH
C

NH

O

COONa

(1) Glycocholsäure (GCA)    MR 487,6 g/mol

                                                                                                                       C26H42NO6Na

OH

CH3

CH3

OH
C

NH

O

COONa

(2) Glycodesoxycholsäure (GDCA)   MR 471,6 g/mol

                                                                                                                           C26H42NO5Na

Abb. 3 Strukturformeln von Glycocholsäure (1) und Glycodesoxycholsäure (2) als Na-Salz

Vom Emulgatortyp her sind die Gallensäuren, die in den folgenden Versuchen als Na-

Salz eingesetzt wurden, als O/W-Emulgator anzusehen. Die Mizellen der Cholsäure-

Derivate sind in einem höheren Maß hydratisiert als die der Desoxycholsäure-Derivate

[144, 147-159].

Allgemeine Kenngrößen von GCA- und GDCA-Mizellen sind in Tabelle 2 [nach 151]

zusammengestellt.
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Tabelle 2 Kenngrößen von Na-Cholat- und Na-Deoxycholat-Mizellen [147, 151, 160-162]

Kenngröße  Na-Cholat Na-Desoxycholat

CMC [mM] 3 - 15 1 - 5

Aggregationszahl 3,8 8,9

Mizellgewicht [g ⋅ mol] 1400 3000

Für die CMC der GCA ergibt sich unter den in dieser Arbeit verwendeten Bedingungen

aus der Literatur ein Wert von 4,2 mM (pKS 3,8), für GDCA von 1,3 mM (pKS 4,77).

2. 3. 3. Charakterisierung der ausgewählten Mischmizellen

2. 3. 3. 1. Allgemeines

Gallensäuremizellen sind durch die Aufnahme fremder Tensidmoleküle wie Fettsäuren

oder Phospholipide in der Lage, Mischmizellen zu bilden. Diese gemischten mizellaren

Systeme können stark wasserunlösliche lipophile Arzneistoffe sehr gut aufnehmen, die

dadurch kolloidal löslich werden. Dieser Lösungsvorgang, Solubilisation genannt, hat in

der Galenik Anwendung gefunden. Bei der Aufnahme von Fremdmolekülen verläuft der

Einbau von wasserunlöslichen, lipophilen Stoffen besonders gut. Erwähnenswert ist in

diesem Zusammenhang, daß die Involvierung von lipophilen Fremdsubstanzen, beson-

ders von neutralen Molekülen bei ionogenen Tensiden, häufig den mizellaren Assoziati-

onszustand signifikant stabilisiert [143, 144, 151, 163].

Mischmizellen der Gallensäuren spielen bei zahlreichen Prozessen im menschlichen

Verdauungstrakt, vor allem bei der Fettverdauung (hier bspw. Mischmizellen Gallensäu-

re-Lecithin), eine entscheidende Rolle [154, 164]. Zu ihrer Charakterisierung sind in der

Literatur einschließlich in Übersichten zahlreiche Techniken beschrieben [144, 147, 151,

154, 160, 164-174].

Für die vorliegende Arbeit war es in dieser Hinsicht von Interesse, daß Mischmizellen

aus Gallensäuren und Phospholipiden ein besseres Solubilisierungsvermögen für hydro-

phobe Lipide besitzen als reine Gallensäuremizellen [169]. Vor allem binäre Systeme aus

Gallensäuren und Phospholipiden wurden bisher auf ihre Eignung als Arzneistoffträger

untersucht [166]. Weiterhin waren die Mitteilungen von SCHWARZ et al. [144, 152,
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171] über Wechselwirkungen von Arzneistoffen mit Gallensäure-Mizellen und Mischmi-

zellen mittels mizellarer elektrokinetischer Affinitätschromatografie von Bedeutung. Dort

wurden Affinitäten zwischen mischmizellaren Systemen von Gallensäuren und lipophilen

Arzneistoffen mit bestimmten strukturellen Voraussetzungen beschrieben

Bei den Versuchen in der vorliegenden Arbeit wurden Mischmizellen als binäres System

(GS + Fettsäure, FS, bzw. GS + Phospholipid) und als ternäres System (GS + FS + Phos-

pholipid) eingesetzt.

2. 3. 3. 2. Fettsäuren

Als Fettsäurezusatz für die Bildung von Mischmizellen wurden Palmitinsäure (Pam) und

Stearinsäure (Ste) als gesättigte und Linolsäure (Lin) als ungesättigte Fettsäure (FS) ver-

wendet. Fettsäuren sind ein wichtiger Bestandteil natürlicher und synthetischer Fette.

Palmitin- und Stearinsäure sind in allen tierischen Fetten sowie in Phospholipiden ent-

halten, Linolsäure kommt als essentielle, polyungesättigte Fettsäure beispielsweise in

Lein- und Sojaöl und in Eilecithin vor. Alle drei Fettsäuren sind praktisch unlöslich in

Wasser. Die Alkalisalze besitzen emulgierende Eigenschaften, daher rührt auch ihre Eig-

nung als Seifen für Waschmittel. Handelsüblich ist ein als “Stearin” bezeichnetes Ge-

misch aus Palmitinsäure und Stearinsäure. Pharmazeutische Verwendung findet vor al-

lem das Magnesiumsalz der Stearinsäure als Formentrenn- und Schmiermittel bei der

Kapselherstellung und der Tablettierung; weiterhin nutzt man die Stearinsäure zur Ein-

hüllung bitterer Arzneistoffe, in Salben, in Pflastern zur Verfestigung und in sogenannten

“Vanishing creams” (Mattcremes, Stearatcremes), welche ein sehr hohes Wasseraufnah-

mevermögen besitzen [108-111, 159].

Bei Verdauungs- und Resorptionsprozessen im menschlichen Organismus spielen Gal-

lensäure-Fettsäure-Verbindungen (Mizellen, Vesikel) eine wichtige Rolle. Über den Cha-

rakter der Mischmizellen, das Nebeneinander von gemischten sowie reinen GS- bzw. FS-

Mizellen jeweils nach der Art und Konzentration eines der Partner und die Wechselwir-

kungen von Gallensäuren und Fettsäuren gibt es sehr unterschiedliche Vorstellungen.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit bei den Fettsäuren in einem Konzentrationsbe-

reich gearbeitet, in dem GS-FS-Mischmizellen vorhanden sind [152, 157, 172-182].

Vom Emulgatortyp sind sie O/W zuzuordnen (Abb. 4).
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H3C
COOH

COOH
H3C

H3C
COOH

Palmitinsäure (n-Hexadecansäure, Pam)

Stearinsäure (n-Octadecansäure, Ste)

Linolsäure (all-cis-9,12-Octadecadiensäure, Lin)

Abb. 4 Strukturformeln von Palmitinsäure, Stearinsäure und Linolsäure

Für die Verwendung in den nachfolgenden Versuchen standen die Na-Salze der Palmitin-

säure (MR 278,4 g / mol; C16H31O2Na), der Stearinsäure (MR 306,5 g / mol; C18H35O2Na)

und der Linolsäure (MR 302,4 g / mol; C18H31O2Na) zur Verfügung.

2. 3. 3. 3. Phospholipide

Phospholipide, auch als Phosphatide bezeichnet, bestehen aus Phosphorsäure, Fettsäuren,

einem Alkohol und einer stickstoffhaltigen Komponente. Ist diese Komponente Cholin,

dann spricht man von Lecithinen. Sie sind als Grundbausteine der Lipidfraktion von

Biomembranen außerordentlich weit verbreitet. Besonders phospholipidreich sind Ge-

hirn, Herzmuskel und Lunge, aber auch Eidotter und Sojabohnen. Die beiden letztge-

nannten dienen auch häufig als Ausgangspunkt für die Isolierung. Durch den amphoteren

Charakter (Vorliegen in einem breiten pH-Bereich als Zwitterionen) werden, auch in Ab-

hängigkeit von Cotensiden, sowohl O/W- als auch W/O-Emulsionen ermöglicht. So er-

hält man beispielsweise bei einem hohen Anteil der Wasserphase eine O/W-Emulsion,

und durch eine Änderung der Phasenverhältnisse ist eine Emulsionsumkehr möglich.

Phospholipide besitzen ein breites Anwendungsspektrum als Emulgator in der Pharma-

zie, der Kosmetik und der Lebensmittelindustrie. Es existieren auch Zubereitungen von

Phospholipiden zusammen mit Gallensäuren, wie beispielsweise bei der Verabreichung

von Retinoiden oder von Gemfibrozil. Der Vorteil von Lecithinen als Emulgator ist die

universelle Einsetzbarkeit auch für innerlich anzuwendende Emulsionen bis hin zu Injek-

tionszubereitungen. Nachteilig ist aber die begrenzte Stabilität, da Lecithin in wässrigem

Medium hydrolisiert wird. Der Einsatz von Phosphatidylcholin bei der Therapie der Alz-

heimerschen Krankhheit, nach einem Schlaganfall oder Indikationen wie “altersbedingte

Gedächtnis- oder Konzentrationsschwäche” erwies sich bisher als nicht erfolgreich.

Trotzdem befinden sich zahlreiche Präparate mit hohem Lecithingehalt, auch als Nah-

rungsergänzungsmittel deklariert, im Handel [159, 183-185].
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Dipalmitoylphosphatidylcholin, DPPC, stellt den überwiegenden Anteil der oberflächen-

aktiven Lipide des Flüssigkeitsfilms (Surfactant) der Lungenalveolen dar. Ein Mangel an

pulmonalem Surfactant kann bei unreifen Neugeborenen zum Atemnotsyndrom führen.

Er wird durch intratracheale Instillation von Surfactant, aus Rinderlungen isoliert oder

mit synthetischem DPPC (Exosurf® Neonatal, 67,5 mg / kg KG) hergestellt, behandelt [5,

6, 108, 109].

Für die Mischmizellversuche standen zwei Phospholipide zur Verfügung: Eilecithin, Lec,

(enthält ca. 75 % Phosphatidylcholin und ca. 15 % Phosphatidylethanolamin) und Dipal-

mitoylphosphatidylcholin (MR 734 g / mol; C40H80NO8P), DPPC (Abb. 5).

O

O
R2

R1
O

P
O O-

O
R3

(1,2-Diacyl-sn-glycero-3- phosphocholin)

(1,2-Dihexadecanoyl-rac-glycero-3-phosphocholin)

Lecithin (1) : R1, R2  Fettsaeurereste;   R3  Cholin

DPPC (2) : R1, R2  Palmitinsaeure;   R3  Cholin

Abb. 5 Strukturformeln von Lecithin (1), (Phosphatidylcholin: R3=Cholin, Phosphatidylethanolamin:

           R3=Ethanolamin) und Dipalmitoylphosphatidylcholin (2)
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2. 4. Charakterisierung des verwendeten Arzneistoffes Chinin

Seit vor ca. 400 Jahren Augustiner- und Jesuitenmönche Chinarinde zur Behandlung von

Fieber aus Peru nach Europa brachten, ist in der Medizin Chinin als Antimalariamittel in

Gebrauch. Chinin ist wie sein Stereoisomeres Chinidin ein Alkaloid aus Cortex Chinae

(Stammpflanze Cinchona pubescens). Eine synthetische Herstellung ist zwar möglich,

aber für industrielle Zwecke zu kostenintensiv. Chinin ist eine schwache lipophile Base

(pKS 4,2 und 8,8; Verteilungskoeffizient n-Oktanol / Phosphatpuffer pH 7,4: 102), leicht

löslich in Chloroform, Ethanol und saurem Milieu, löslich in Wasser und organoleptisch

gekennzeichnet als ein weißes, fein kristallines Pulver mit stark bitterem Geschmack

(Chinin ist die Standardsubstanz zur Bestimmung des Bitterwertes) [5, 6, 109, 111, 186-

188, 199-201] (Abb. 6).

N

HO
N

CH2

H3CO

1

2

3

4

5
6

7

8

9

4´

1´

6´

⋅ HCl ⋅ 2H2O

Abb. 6 Strukturformel von Chinin (in der Arbeit eingesetzt als Chininhydrochlorid)

Die Wirkung von Chinin ist primär blutschizontoid bei allen Formen der Malaria-

Erreger, bei Plasmodium vivax und Plasmodium malariae kommt auch eine gametozide

dazu. Als Wirkmechanismus ist in der Literatur eine Anreicherung in den sauren Nah-

rungsvakuolen der Parasiten, dadurch eine Erhöhung des pH-Wertes mit histologischen

Veränderungen wie u. a. eine Hemmung der Nukleinsäuresynthese durch Komplexbil-

dung mit DNS sowie eine Protoplasmagiftwirkung beschrieben. Weiterhin besitzt es an-

algetische, antipyretische, antiarrhythmische, lokalanästhetische und muskelrelaxierende

Eigenschaften. Aufgrund letzterer wird es auch zur Behandlung von Muskelkrämpfen,

vor allem bei nächtlichen Beinkrämpfen (200-300 mg vor dem Schlafengehen), mit her-

angezogen [189]. Eine hohe Dosis kann bei Schwangeren eine Abort verursachen [5, 6].
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Hauptindikation für den Einsatz von Chinin (Limptar N®, Chininum hydrochloricum

Compretten®Merck Dura, Chinosalmid®, Grippilan C®) ist die Behandlung schwerer

Malariaformen, hervorgerufen durch chloroquin- oder multiresistente Stämme, besonders

von Plasmodium falciparum. Die Anwendung erfolgt in Form seiner Salze, besonders als

Hydrochlorid.

Die Dosierung ist nach Alter, Schwere der Krankheit, Empfindlichkeit des Erregerstam-

mes und genetischem Typ der Patienten (große Unterschiede zwischen den Kontinenten)

sehr variabel zu handhaben. Für die Tropenmediziner gibt es je nach Land und Region

hierzu zahlreiche Dosierungsschemen, die beim Erwachsenen häufig bei ca. 1-2 g / Tag

über mehrere Wochen liegen [190-201]. Chinin verursacht zahlreiche Nebenwirkungen

(gastrointestinale Beschwerden, Blutdruckabfall, neurotoxische Reaktionen wie Seh- und

Hörstörungen) und kann insbesondere Allergien (Typ-II-Reaktion) hervorrufen. Dies ist

bemerkenswert, da Chinin weitverbreitet in Tonic und anderen Getränken eingesetzt wird

und dabei eine seltene Chininreaktion, die sogenannte Cocktail purpurea (intravasale

Hämolyse), verursachen kann [6]. Obwohl Chinin schwach wirksam ist im Vergleich zu

seiner Toxizität, ist es als Reservemittel bei Resistenzen aber nach wie vor unersetzlich

[202, 203].

Chinin wird nach oraler Gabe rasch und in einem hohen Ausmaß vor allem im oberen

Dünndarm durch passive Diffusion resorbiert (selbst bei Durchfall zu mehr als 80 %),

erreicht nach ca. drei Stunden die maximalen Plasmaspiegel, die mit einer Halbwertszeit

von etwa elf Stunden nach Beendigung der Therapie wieder absinken (dieser Faktor kann

allerdings je nach Schwere der Malaria-Infektion stark verändert sein), besitzt eine hohe

Eiweißbindung (über 70 %) und wird renal ausgeschieden.

Die Auswahl des Arzneistoffes erfolgte in Anlehnung an die Ergebnisse der mizellaren

elektrokinetischen Affinitätschromatographie von SCHWARZ [144], die eine Aufnahme

von Arzneistoffmolekülen in Gallensäuremizellen bzw. Mischmizellen besonders bei den

lipophilen basischen Arzneistoffen Propranolol-HCl und Chinin-HCl aufzeigten.

Ein Ausdruck dieser Wirkstoffaufnahme in der Mizelle war dabei beispielsweise der Ka-

pazitätsfaktor kv, der sich in ähnlich wie in der Chromatographie als das Verhältnis der

Aufenthaltszeit der untersuchten Moleküle in der mobilen zur stationären Phase definiert,

nur daß sich in diesem Falle auch die „stationäre“ Phase in Bewegung befindet [144].

In Tabelle 3 sind die Kapazitätsfaktoren für einige basische und saure Arzneistoffe in

GDCA- und GCA-Mizellen (Konzentration GS=30 mM) bei pH 7,4 und pH 5,0 wieder-
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gegeben. Die angegebenen Kapazitätsfaktoren kv, die in Korrelation mit einer Arznei-

stoffmolekülaufnahme in der Mizelle stehen, wurden dabei aus den Ionenbeweglichkeits-

differenzen berechnet [144].

Tabelle 3 Kapazitätsfaktoren kv von Propranolol-HCl, Chinin-HCl, Atenolol, Diclofenac-Na, Salicylsäure

               und Ibuprofen-Na [nach 144]

Arzneistoff pH kv (GDCA 30 mM) kv (GCA 30 mM) pKS-Wert

Propranolol-HCl 7,4 10,38 2,59 9,42
5 91,2 2,8

Chinin-HCl 7,4 7,46 1,12 4,2 u. 8,8
5 37 1,28

Atenolol 7,4 0,58 0,19 9,6
5 0,83 0,19

Diclofenac-Na 7,4 0,54 0,5 4,4
5 1,15 0,37

Salicylsäure 7,4 0 0 2,97 u. 13,4
5 0 0

Ibuprofen-Na 7,4 0,02 0 4,4
5 0,05 0

In der Tabelle wird gut ersichtlich, daß sowohl Propranolol-HCl als auch Chinin-HCl für

die Transportuntersuchungen mit Gallensäuremizellen als besonders interessant erschie-

nen. Die Entscheidung für den verwendeten Wirkstoff fiel zugunsten von Chinin. Der

Grund dafür war der bei Propranolol auftretende hohe first-pass-Effekt, der bei den in

vivo-Versuchen eine zu große Schwankung der Bioverfügbarkeit hervorrufen könnte, die

nicht direkt auf den Einfluß der nahrungsbedingten Faktoren zurückzuführen und somit

das Ergebnis nicht eindeutig interpretierbar machen würde.

Eingesetzt wurde Chinin in der vorliegenden Arbeit als Chininhydrochlorid⋅2 H2O:

C20H25ClN2O2 ⋅ 2 H2O; MR 396,89 g / mol; CAS-Nr. 6119-47-7.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels HPLC (Konzentrationsbestimmung in

den Kompartimenten und im Blut siehe Kap. 6. 1. Methoden).
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3. In Vitro-Versuche

3. 1. Permeationsversuche mit künstlicher Membran

3. 1. 1. Grundlagen

Der Arzneistofftransport durch Membranen ist einer der wichtigsten, die Bioverfügbar-

keit eines Arzneistoffes beeinflussenden Prozesse. Zum besseren Verständnis des Per-

meationsverhaltens wurde daher eine Reihe von in vitro-Modellen entwickelt, die Ein-

gang in die gängige Forschung fanden. Bei den bisher untersuchten Nahrungsmittel-

Arzneimittel-Interaktionen wurden zahlreiche dieser Modelle verwendet, wie auch aus

der Literatur ersichtlich ist [22, 27-34, 37-39, 42, 204-207].

Allerdings ist durch die Vielfalt unterschiedlichster Modelle und Methoden die Ver-

gleichbarkeit der einzelnen Resultate oft sehr schwierig. Eines der Ziele dieser Arbeit ist

es u. a., eine geeignete Reihenfolge von Modellsystemen zu finden, die eine schnelle und

zuverlässige Aussage zu bestimmten pharmakokinetisch relevanten Wirkstofftransport-

veränderungen zuläßt, die durch Nahrungsbestandteile bedingt sind. Geeignet, d. h., mit

relativ wenigen Schritten standardisierbare und aussagekräftige Ergebnisse zu erzielen.

Unabhängig von den physiologischen Faktoren, die selbstverständlich immer mitent-

scheidend (sowohl geschwindigkeitsbestimmend als auch das Ausmaß entsprechend be-

einflussend) für die Resorption eines Arzneistoffes sind und auch durch die Nahrungs-

aufnahme verändert werden können, sind substanzspezifische Interaktionen ein wesentli-

cher Faktor für einen veränderten Arzneistofftransport.

Um mögliche signifikante Wechselwirkungen eines Arzneistoffes mit Nahrungs-

komponenten bzw. durch mit diesen verbundene physiologische Parameter (Gallesekreti-

on) zu prognostizieren, ist eine Vorauswahl dieser in Frage kommenden Wechselwir-

kungspartner unerlässlich.

Dafür wurde für diese Arbeit das durch zahlreiche Anwendungen [36, 40, 84, 87, 208-

215] gut zu klassifizierende Permeationsmodell nach FÜRST und NEUBERT verwendet

[37, 213, 214].
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3. 1. 2. Versuchsdurchführung mit dem Permeationsmodell nach FÜRST und

             NEUBERT

Das Permeationsmodell besteht aus vier zu einem Block nebeneinander angeordneten

Permeationszellen (Abb. 7) . Diese sind mit einer Halterung an einem Vibrator befestigt

und befinden sich in einem Wasserbad, welches in den Versuchen auf 37°C temperiert

wurde. Die Aufhängung an einer Rüttelapparatur (Vibrationseinrichtung, vertikale Bewe-

gung mit einer Frequenz von 50 s-1) dient sowohl zur Durchmischung der Kompartimente

als auch zur reproduzierbaren Bildung der Diffusionsschichten. Jede Permeationszelle

besteht aus zwei Kompartimenten (Donatorkompartiment DK, Akzeptorkompartiment

AK) mit einem Fassungsvolumen von jeweils 24 ml. Zwischen den beiden Komparti-

menten befindet sich eine künstliche Membran.

Abb. 7 Aufbau einer Permeationszelle des Modells nach FÜRST und NEUBERT
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Die Permeationsfläche bei den Versuchen beträgt 15,9 cm² bei 20 ml Lösung. Während

der Versuchsdurchführung permeiert der Arzneistoff in verschiedenem Ausmaß, das so-

wohl vom Arzneistoff (Konzentration, Lipophilie, Ionisationsgrad, Löslichkeit), den

Kompartimentbedingungen (pH-Wert, Temperatur, Vibration) als auch von eben Wech-

selwirkungen mit anderen Substanzen abhängt, an, in bzw. durch die Membran.

Durch standardisierte Versuchsbedingungen (Temperatur 37 °C, Vibration, pH-Wert

durch gepufferte Lösungen) kann der Einfluß dieser Prozesse weitgehend konstant ge-

halten werden.

Ein carriervermittelter Wirkstofftransport scheidet an der künstlichen Membran aus.

Treibende Kraft für die Diffusionsschritte über die Membranbarriere (Dona-

tor>Membran, Membran>Akzeptor) ist daher das Konzentrationsgefälle zwischen Do-

nator- und Akzeptorphase.

Die Grundlage hierfür ist im 1. FICKschen Diffusionsgesetz ausgedrückt (Gleichung 1):

dQ   =   (c2 - c1)t · D                                                                                                      (1)
dt                          d

d...Membrandicke   dQ/dt...Molekülstrom   (c2-c1)...Konzentrationsdifferenz   D...Diffusionskoeffizient

Durch eine Erhöhung der Viskosität (η) des Lösungsmediums nimmt der Diffusions-

koeffizient eines Wirkstoffes ab (Gleichung 2):

           R  ⋅  T
D = ___________________                                                                                          (2)
         6  ⋅  π  ⋅  η  ⋅  r  ⋅  N

R...Gaskonstante   T...absolute Temperatur   η...Viskositätskonstante des Lösungsmittels

r...Radius des gelösten Teilchens (Kugelgestalt)   N...Loschmidt-Konstante

Um die gesuchten Effekte für eine Änderung des Transportverhaltens von Chinin durch

Pektinderivate, Gallensäuremizellen bzw. Mischmizellen nicht durch einen zu hohen

Wert des Parameters Viskosität zu überdecken, wurden daher bei den Versuchen sehr

niedrigviskose bzw. annähernd isoviskose Donatorlösungen (Viskositätsbestimmung und

Viskositäten s. Kap. 6. 1. Methoden) eingesetzt.
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Eine Veränderung durch Diffusion von Lösungsmedium aus dem AK in das DK war

nicht nachweisbar. Alle Lösungen waren Newton´sche Lösungen.

Da die Permeation aber nicht nur als freie Diffusion zwischen zwei Phasen stattfindet,

sondern durch eine Barriere zwischen zwei Phasen, sind weitere Bedingungen zu berück-

sichtigen [212].

Das Ausmaß der Permeabilität eines Wirkstoffes durch eine künstliche Lipidbarriere ist

in der Regel, abhängig vom Ionisationsgrad, mit zunehmendem Anteil nichtionisierten

Wirkstoffes umso höher ausfallend. Um einen ausreichend hohen Anteil nichtdissoziier-

ten und damit gut permeationsfähigen Arzneistoffes zu erhalten, wurde in den Versuchen

für den schwach basischen Stoff Chinin als erstes ein pH-Wert von 7,2 in beiden Kom-

partimenten gewählt. Eingesetzt wurde eine Pufferlösung, um pH-Verschiebungen wie

durch den Einsatz von Chinin als Hydrochlorid zu vermeiden.

Das Verteilungsgleichgewicht zwischen einem Wirkstoff in der lipidhaltigen Membran

und in wässrigem Kompartiment bzw. in den Grenzschichten zur und in der Membran

hängt vom Grad der Lipophilie einer Verbindung ab und drückt sich nach dem

NERNSTschen Verteilungssatz im Verteilungskoeffizienten aus (Gleichung 3):

c1   =  k                                                                                                                         (3)
c2

k...Verteilungskoeffizient   c1...Stoffkonzentration in der lipohilen Phase (Membran)

c2...Stoffkonzentration  in der hydrophilen Phase (DK bzw. AK)

Die Lipophilie und damit die Aufnahme in lipidhaltige Membranen nimmt mit zuneh-

mendem Anteil der nichtdissoziierten Form zu.

Für den Verteilungskoeffizienten wird in der Praxis meist der scheinbare Verteilungs-

koeffizient herangezogen, der unabhängig von der Form des Wirkstoffes in beiden Pha-

sen das reale Verteilungsverhältnis an den Grenzschichten der Lipidbarriere am ehesten

widerspiegelt.

Dieser Verteilungskoeffizient ist in Kenntnis der pH-Verhältnisse und des Arzneistoff-

pKA nach HENDERSON-HASSELBALCH über den Ionisationsgrad berechenbar. Unter

physiologischen Bedingungen, wie sie bei pH 7,2 wiedergegeben werden, ergibt sich für

Chinin (pKS 4,2 und 8,8) zum einen ein ausreichend hoher nichtdissoziierter Anteil für
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eine gute Permeation der Modellsubstanz als auch zum anderen genügend dissoziierte

Anteile für mögliche Wechselwirkungen [3, 159, 212].

Da die Permeationsversuche unter standardisierten Bedingungen wässrige/lipoide Phase

(Lösungsmedium Puffer / Dodecanol-Collodium-Membran), Temperatur bzw. pH-Wert

(Puffer) stattfanden, konnte dieser Einfluß ebenso wie eine Wechselwirkung (An- und

Einlagerung) des Wirkstoffes mit der Membran als konstant bis auf die Änderung durch

den Donatorzusatz (Pektin, Gallensäuremizelle/-mischmizelle) angesehen werden.

Der Einsatz einer Vibrationseinrichtung diente neben der mechanischen Durchmischung

der einzelnen Kompartimente und der Erhöhung der Teilchenbewegung auch für einen

gleichmäßigeren und verringerten Aufbau der wässrigen Diffusionsgrenzschichten an der

Membran.

Eine derartige Grenzschicht (auch als NERNSTsche Schicht bezeichnet, abhängig u. a.

von der Temperatur und der Teilchenbewegung, die Flüssigkeit unterliegt einer leichten,

laminaren Strömung parallel zur Membran), die noch vor der Membran eine zusätzliche

Barriere darstellt, wird durch Diffusion überwunden. Der Permeationswiderstand erhöht

sich somit neben dem eigentlichen Membranpermeationswiderstand noch um den Grenz-

schichtendiffusionswiderstand [212, 213, 218].

Daher kann durch den jeweils gewählten Donatorzusatz auch eine Änderung dieses Teil-

widerstandes hervorgerufen werden und allein dadurch schon eine Permeationserhöhung

oder -erniedrigung erzielt werden. Dies gilt vor allem für eine diffusionsschichtenkon-

trollierte Permeation, wie sie vor allem bei lipophilen Arzneistoffen anzutreffen ist [212,

213, 218].

Der gleiche pH-Wert auf beiden Seiten wurde zunächst gewählt, um „Ionenfallenbedin-

gungen“, wie sie physiologisch für Chinin beispielsweise im sauren Magenmilieu existie-

ren, mit ihren Auswirkungen auf die Permeation und damit eine erschwerte Erkennung

der möglichen Wechselwirkungen zu vermeiden.

Für den Vergleich der Transportbeeinflussung des Arzneistoffes durch Pektin, Gallensäu-

remizellen oder Mischmizellen wurde neben der prozentual vom Donator in den Akzep-

tor gelangten Chininkonzentration  cAK [%] (bezogen auf die Gesamtkonzentration an

Chinin im System) als kinetische Standardgröße der Flux FChi [µg / cm² · min] herange-

zogen.

Der FChi wurde mit Hilfe der Gleichung für den Efflux (Efflux ist der Flux aus der Mem-

bran in das Akzeptorkompartiment, vorangegangen der Influx aus dem Donatorkompar-
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timent in die Membran, die Differenz ergibt die Membrananreicherung) berechnet [208,

212, 216].

Der Efflux (Gleichung 1) wurde als Basis genommen, da die mögliche veränderte Ak-

zeptorkonzentration des Arzneistoffes durch nahrungsbedingte Parameter für die späteren

Untersuchungen als Grundlage für weitergehende Versuche diente (Gleichung 4).

                        ( cAkz korr(tn) - cAkz korr(tn-1) )  ⋅  VAkz

FChi =  __________________________                                                                         (4)
                        A  ⋅  ∆ t

FChi...Flux [µg / cm² ⋅ min]  cAkz...Chininkonzentration im AK [µg / ml] (entnommene Probevolumina rech-

nerisch berücksichtigt, s. ckorr  S.27)  VAkz...Akzeptorvolumen [20 ml]

A...Membranfläche (15,9 cm²)                 ∆t...Permeationszeit [min]

Als Membran wurde in den Versuchen eine Dodecanol-Collodium-Membran mit Collo-

dium als Matrix und Dodecanol als Lipid verwendet (zur Membranherstellung s. Kap. 6.

1. Methoden). Bei den Testreihen wurden in beide Kompartimente jeweils 20 ml Dona-

tor- bzw. Akzeptormedium eingefüllt.

Auf der Donatorseite befand sich der Arzneistoff in Lösung, je nach Versuchsbedingung

allein bzw. zusammen mit Ballaststoffen, Gallensalzen oder Mischmizellen; auf der Ak-

zeptorseite wirkstofffreies Medium. Die Chininkonzentration wurde im Donator so ge-

wählt, daß im AK „sink-Bedingungen“ vorlagen [3, 15, 15, 201, 217].

Als Lösungsmedium sowohl für den Donator als auch den Akzeptor wurde zuerst Phos-

phat-Puffer nach SÖRENSEN pH 7,2 ausgewählt. Die verwendeten Lösungen wurden

vor Versuchsbeginn frisch zubereitet.

Um die Reproduzierbarkeit zu gewährleisten, wurden Stabilitätsuntersuchungen der ein-

gesetzten Substanzen über 24 Stunden im Lösungsmedium durchgeführt, die keine che-

mischen, physikalischen (Viskosität) oder mikrobiellen Instabilitäten ergaben.

In Vorversuchen ohne Chinin zeigte sich keine Permeation von Pektinpräparaten, bei den

Gallensäure- bzw. Mischmizellpräparaten wurden nach 2 Stunden maximal ca. 1 - 1,5 %

Gallensäure im Akzeptor gefunden, es fand also kein nennenswerter Transport durch die

Lipidmembran statt.

Bei den Pektinderivaten wurde eine Konzentration von 0,5 % (Masse-Vol.-%, entspricht

2,85 mmol / l AG) bezogen auf den AG-Gehalt ausgewählt. Parameter wie das Volumen,
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die Temperatur (37 °C) und die Größe, Stärke und Zusammensetzung der Membran wa-

ren bei den einzelnen Versuchen stets gleich.

Ausgehend von diesen Vorbetrachtungen wurde postuliert, daß eine auftretende signifi-

kante Veränderung des Flux von Chinin in den Akzeptor durch eine Wechselwirkung mit

dem Donatorzusatz (Pektinderivat, Gallensäuremizelle bzw. Mischmizelle) ausgelöst

wird. Diese Wechselwirkung soll dann in weiteren in vitro- bzw. in vivo- Versuchs-

schritten auf ihre Auswirkung im Gesamtprozess Bioverfügbarkeit von Chinin untersucht

werden.

Die Permeationsversuche wurden über 180 Minuten mit einer Probenentnahme von 2 ml

aller 30 Minuten durchgeführt. Das entnommene Volumen wurde durch frisches Akzep-

tormedium ersetzt. Durch die Probenahme im Akzeptor erfolgte eine Verringerung der

dort vorliegenden Wirkstoffkonzentration. Dies wurde für die jeweilige Probenzeit durch

die Berechnung einer korrigierten Chininkonzentration ckorr ausgeglichen (Gleichung 5):

                            c korr(tn-1) · VProbe

 c korr     = c (tn)  +  _______________                                                                             (5)
                                  VAkzeptor

ckorr...korrigierte Chininkonzentration [µg / ml]   c(tn)...Chininkonzentration zum Zeitpunkt n [µg / ml]

ckorr(tn-1)...Chininkonzentration zum Zeitpunkt n-1 [µg / ml]   VAkzeptor...Volumen Akzeptor [ml]

VProbe...Volumen Probe [ml]

Zum leichteren Erfassen und um den Umfang der Auswertungen in dieser Arbeit so ra-

tionell wie möglich zu gestalten, wird bei allen folgenden Darstellungen der Ergebnisse

des FÜRST-NEUBERT-Permeationsmodells nur der Wert der Messung nach 120 Minu-

ten angegeben.

„Chinin pur“ steht in den jeweiligen Graphiken für Versuche mit Chinin-HCl ohne Zu-

satz von Pektin oder Gallensäuren bzw. Mischmizellen im Donatorkompartiment. Die im

Akzeptorkompartiment angegebene Chininkonzentration [%] steht für den prozentualen

Chininanteil im Gesamtsystem (Ausgangskonzentration 100 % im DK und 0 % im AK,

die statistische Auswertung wird in Kap. 6. 1. Methoden erläutert.)
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3. 1. 3. Permeationsversuche Chinin-HCl 2.2mM mit Pektinderivaten

Am Anfang der Untersuchungen wurden, aufbauend auf frühere eigene Ergebnisse [40,

87, 88, 209], Testreihen bei einer Ausgangskonzentration von Chinin-HCl 2,2 mmol / l

im Donator mit Pektin mit blockweiser Anordnung freier Carboxylgruppen (Bl) und dem

im Molekulargewicht differenzierten Apfelpektin (A) durchgeführt.

Es ergab sich eine signifikante Verringerung der Akzeptorkonzentration bzw. des Flux

durch die zugesetzten Pektinderivate. Zwischen den einzelnen höher veresterten Pektin-

derivaten Bl-1 - Bl-3 und dem gemahlenen Apfelpektin bis auf das Präparat A-100 (100 h

Mechanolyse) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (A-100 allerdings die ge-

ringste Transportbeeinflussung). Dafür hatte das Pektin Bl-4 mit einem Veresterungsgrad

von 34,5 % die deutlichste Reduktion des Flux aller bis dahin eingesetzten Pektinderivate

zur Folge (Abb. 8).

Flux nach 120min [µg/cm²⋅ min]
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Chinin pur Bl-1 Bl-2 Bl-3 Bl-4 A-0 A-10 A-100

Abb. 8 FChi [µg/cm² ⋅ min] bei 120 min Pektinserien Bl und A

Besonders beim Flux, der ein Maß für die Permeationsrate genau zum Zeitpunkt der Pro-

bennahme darstellt, wird deutlich, daß der Transport erkennbar verringert wird. Es er-

scheint daher sinnvoll, weitere Versuche mit Pektinpräparaten am Präparat Bl-4 zu ori-

entieren, d. h., nach signifikant größeren Transporterniedrigungen zu suchen.
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Als nächste Untersuchungsreihe wurden acetylierte und amidierte Pektinderivate mit dem

Pektin Bl-4 verglichen. Hier zeigte sich kein wesentlicher Unterschied zur vorangegan-

genen Serie, das Präparat mit der stärksten Wechselwirkung der Acetyl- und Amidpekti-

ne, Ac-4, hatte keine signifikante Konzentrationsverringerung im AK bzw. Fluxerniedri-

gung hinsichtlich Bl-4 zur Folge (Abb. 9).

Flux nach 120min [µg/cm² ⋅ min]
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Chinin pur Bl-4 Ac-1 Ac-2 Ac-3 Ac-4 Am-1 Am-2 Am-3

Abb. 9 FChi [µg/cm² ⋅ min] bei 120 min Acetylpektin, Amidpektin und Pektin Bl-4

3. 1. 4. Permeationsversuche Chinin-HCl 2.2 mM mit Gallensäuren und

            Mischmizellen

An die Pektinderivate, die im Falle ihrer stärksten Permeationsverringerungen (Bl-4 bzw.

Ac-4) die Transportrate auf etwa den halben Wert im Vergleich zur Permeation der Mo-

dellsubstanz ohne Donatorzusatz verringerten, schlossen sich die Gallensäureversuche

an.

Dabei wurde mit dem Dihydroxypräparat GDCA begonnen. Unterhalb der CMC (bei

GDCA unter den vorgegebenen Bedingungen 1,3 mM [144, 148]) ergab sich keine signi-

fikante Permeationsverringerung, ab 5 mM GDCA erfolgte dafür ein ausgeprägter Effekt

(Abb. 10).
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F lux nach 120min [µg/cm² ⋅  m in ]  G D C A
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Abb. 10 FChi [µg/cm² ⋅min] bei 120 min GDCA in verschiedenen Konzentrationen

Das Ausmaß des Chinintransportes in den Akzeptor wurde gegenüber den Pektinpräpa-

raten sehr viel stärker verringert. Besonders ab 10 mM GDCA war eine deutliche Verrin-

gerung des Flux um mehr als den Faktor 2 zu verzeichnen.

Als Vergleich zu den verschiedenen GDCA-Konzentrationen wurde das Trihydroxyprä-

parat GCA (mit einer höheren CMC (4,2 mM [144])) eingesetzt. Hier wurde zwar schon

ab 1 mM ein ausgeprägter Effekt beobachtet, der allerdings nicht wie bei GDCA mit zu-

nehmender GS-Konzentration steigerungsfähig war und der den Effekt von GDCA nicht

überwog (Abb. 11).
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Abb. 11 FChi [µg/cm² ⋅ min] bei 120 min GDCA und GCA im Vergleich
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Im Ergebnis der bisherigen Versuche mit Gallensäuren zeigte sich unterhalb bzw. in der

Nähe der CMC kein signifikanter Einfluß auf die Permeation von Chinin in das Akzep-

torkompartiment, dafür war oberhalb der CMC ein signifikanter, sehr deutlich ausge-

prägter Effekt in Form einer starken Reduktion des Chinintransportes zu registrieren.

Dies ist insofern bemerkenswert, da bei einigen Fertigarzneimitteln ein Zusatz von Gal-

lensäuren zur Arzneiform empfohlen wird. Allerdings ist die Dodecanol-Collodium-

Membran eine künstliche, porenfreie Lipidmembran, die weder Carrier noch Zellverbän-

de oder weitere Transportmöglichkeiten enthält und der Zusatz an Gallensäuren bewegt

sich nicht immer in Bereichen, die in jedem Fall eine Mizellbildung wie in den einge-

setzten Donatorlösungen bewirken. Ausgenommen davon ist die gleichzeitige Applikati-

on von Gallensäurepräparaten.

Daher sind Rückschlüsse auf späteres in vivo-Verhalten an dieser Stelle verfrüht, aller-

dings ist die starke Reduktion der Chininpermeation in den Akzeptor von Interesse für

weitere Versuchsschritte, da sich aufgrund seiner Deutlichkeit der gefundene Effekt in

vivo bestätigen könnte.

Im Vergleich der beiden Gallensäuren konnte bei beiden eine eindeutige Reduzierung des

Flux in den Akzeptor oberhalb der CMC gefunden werden. Bei der GCA konnte schon

bei 1 mM eine signifikant verringerte Akzeptorkonzentration bzw. Abnahme des Flux

festgestellt werden, bei der GDCA wurde bei 5 mM diese Auswirkung gut feststellbar.

Der Effekt war bei allen Versuchen schon bei 30 Minuten erkennbar. Da die Transport-

veränderungen der einzelnen Präparate bzw. Konzentrationen zueinander bei allen Zeiten

im gleichen Verhältnis standen, wurde, wie bereits erwähnt, darauf verzichtet, die Profile

für jede einzelne Meßzeit anzugeben und nur der 120-Minuten-Wert gewählt, um die

Veranschaulichung der Resultate übersichtlich gestalten zu können.

Im Falle der GCA konnte eine weitere Steigerung der Gallensäurekonzentration keine

signifikante Veränderung bewirken, während bei der GDCA stufenweise, wie beispiels-

weise  in Abbildung 10 gut sichtbar, die Erniedrigung des Flux erfolgte.

Zwischen der GCA bei 1 - 20 mM und der GDCA im Bereich 10 - 15 mM bestand kein

wesentlicher Unterschied (s. Abb. 11). In den nächsten Versuchen wurde zur Mischmi-

zellbildung als Gallensäure zuerst eine Konzentration von 15 mM GDCA eingesetzt. Da

spätere Mischmizellversuche mit 10 mM GCA sich in ihren Resultaten von den GDCA-

Mischmizellversuchen nicht erwähnenswert unterschieden bzw. geringeren Einfluß zeig-

ten, soll im folgenden nur auf die Versuche mit den GDCA-Mischmizellen eingegangen
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werden. Als erstes dazu eine graphische Übersicht des Flux von Chinin aus dem Donator

in den Akzeptor bei der Anwesenheit von Mischmizellen im DK (Abb. 12):

Flux nach 120min [µg/cm² ⋅ min] GDCA und Mischmizellen

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

Chinin
pur

GDCA
15mM

GS+
1mg/ml

Lec

GS+
3mg/ml

Lec

GS+
5mg/ml

Lec

GS+
1,8mM

Pam

GS+
1,8mM

Ste

GS+
1,8mM

Lin

GS+
1,8mM
Pam+1
mg/ml

GS+
1,8mM
Ste+1
mg/ml

GS+
1,8mM
Lin+1
mg/ml

Abb. 12 FChi [µg/cm² ⋅ min] bei 120 min GDCA und Mischmizellen*

                  * 1mg/ml bei den drei rechten Säulen (ternäres System) = 1mg/ml Lec, GS = GDCA

Als Ergebnis war beim Vorhandensein von Mischmizellen neben Chinin im Donator-

kompartiment eine deutliche Flux-Abnahme wie auch bei den reinen Gallensäuremizellen

zuvor zu verzeichnen. Verglichen mit GDCA 15 mM ohne Zusatz bewirkten sowohl die

binären als auch die ternären Systeme (mit Ausnahme 15 mM GDCA + 1mg / ml Eilecit-

hin) eine noch ausgeprägtere Transportreduktion, die sich allerdings nicht in jedem Fall

signifikant von der reinen GDCA-Mizellanwesenheit bzw. im Verhältnis binär-ternär

unterschied. Dennoch ist die sehr deutliche Reduktion des Flux auf ca. ein Fünftel des

„Chinin pur“-Wertes, also ein Unterschied um fast den Faktor 5, äußerst bemerkenswert.

An dieser Stelle erscheint es geeignet, nochmals auf die Affinität von lipophilen Arznei-

stoffmolekülen zu mizellaren GS-Strukturen nach SCHWARZ einzugehen [144].

Nicht nur, daß dort mittels der mizellaren elektrokinetischen Affinitätschromatographie

die Aufnahme von Chininmolekülen in Gallensäuremizellen aufgezeigt wurde (s. Kap. 2.
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4., Tab. 3, S. 20), es wurde auch eine höhere Affinität eines lipophilen basischen Arznei-

stoffes wie z. B. Propranolol zu mischmizellaren Systemen gefunden (Tab. 4).

Tabelle 4 Abhängigkeit des Kapazitätsfaktors k von Propranolol-HCl von der Mizellzusammensetzung

                bei der mizellaren elektrokinetischen Affinitätschromatographie [nach 144]

System k

GDCA 20 mM 7,4

GDCA 20 mM+10 mM DPPC 76,8

GDCA 20 mM+15 mM DPPC ∞

GDCA 20 mM+2 mM Laurinsäure 8

GDCA 20 mM+10 mM Laurinsäure 26

GDCA 20 mM+2 mM Ölsäure 8

GDCA 20 mM+10 mM Ölsäure 101

GDCA 20 mM+5 mM DPPC+

20 mM Ölsäure ∞

Die bei den in vitro-Versuchen mit dem FÜRST/NEUBERT-Modell bisher gefundene

Reduzierung des Flux von Chinin durch eine künstliche Lipidmembran bei Anwesenheit

von Gallensäuremizellen im Donator und der noch stärkere Effekt bei den mischmizella-

ren Ausgangslösungen könnte ein Hinweis sein, daß die Anreicherung des Arzneistoffes

in den Mischmizellen höher bzw. stabiler ausfällt. Oder anders ausgedrückt, daß die Af-

finität zu den Mizellen durch Zusätze wie Fettsäuren oder Phospholipide noch gesteigert

werden kann und dies sich dann wiederum in einem verminderten Transport in das ande-

re Kompartiment niederschlägt.

Als Zusammenfassung für die bisherigen Versuche läßt sich feststellen, daß eine Reihe

der getesteten Substanzen eine Abnahme des Flux während der Versuchsdauer im Per-

meationsmodell bewirkten.

Eine mögliche Interpretation ist bei den Pektinpräparaten eine Wechselwirkung von Chi-

nin mit den Bereichen an unveresterten Carboxylgruppen, bei den mizellaren Systemen

eine Anreicherung (die durch Zusätze noch steigerungsfähig ist) des lipophilen Chinins in

den Mizellen. Die Testreihen mit Gallensäuremizellen bzw. Mischmizellen ergaben hier-

bei eine stärkere Wirkstofftransportbeeinflussung als die Pektinderivate. Zur Übersicht

zeigt die nächste Abbildung noch einmal die Abnahme des Flux durch das Vorhanden-



34

sein ausgewählter Pektinderivate bzw. Gallensäuremizellen/Mischmizellen im Donator

(Abb. 13).

Flux nach 120min [µg/cm² ⋅ min] ausgewählte Pektinderivate und GDCA/Mischmizellen
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Abb. 13 Vergleich FChi [µg/cm² ⋅ min] ausgewählte Pektinderivate und GDCA-Mizellen/Mischmizellen

3. 1. 5. Permeationsversuche Chinin-HCl 1.1 mM mit Pektinderivaten

Nachdem die erste Serie der Versuche mit dem Modell nach FÜRST und NEUBERT

beendet war, wurden nun analoge Testreihen mit einer Chinin-Ausgangskonzentration im

Donator von jetzt 1,1 mmol/l durchgeführt, um Viskositätseffekte auszuschließen. Dabei

konnten die bisher gefundenen Ergebnisse im wesentlichen bestätigt werden.

Zuerst wurde wieder eine Serie Pektin mit blockweiser Anordnung freier Carboxylgrup-

pen (Bl-1 - Bl-4) und eine Serie Apfelpektin verschiedener Mahldauer (A-0 - A-100)

eingesetzt. Auch hier zeigte sich, wie bei der zweifachen Ausgangskonzentration von

Chinin im Donator vorher (s. S. 28) die geringste Akzeptoranreicherung nach 120 Minu-

ten bzw. die größte Flux-Abnahme bei dem Pektinderivat Bl-4 (Abb. 14).
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Abb. 14 Prozentuale Chininkonzentration im AK (linke Graphik) und FChi [µg/cm² ⋅ min] (rechte

             Graphik) bei 120 min Pektinserien Bl und A

Nachfolgend wurden acetylierte und amidierte Pektinpräparate auf eine Änderung der

Permeation des Modellarzneistoffs in Bezug zu Bl-4 untersucht. Auch hier erwies sich

Acetylpektin als leicht stärkerer Wechselwirkungspartner verglichen mit Amidpektin,

konnten Ac-1 und Ac-4 den größten Einfluß auf den Chinintransport erzielen, allerdings

unterschieden sie sich ebenfalls wie im vorangegangenen Versuchsteil (mit 2.2 mM Chi-

nin-HCl) nicht signifikant von Bl-4 in Bezug auf eine Reduzierung des Arzneistoff-Flux

in das Akzeptorkompartiment (Abb. 15).
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Abb. 15 Prozentuale Chininkonzentration im AK (linke Graphik) und FChi [µg/cm² ⋅ min] (rechte

             Graphik) bei 120 min Pektin Bl-4, Acetylpektin und Amidpektin



36

3. 1. 6. Permeationsversuche Chinin-HCl 1.1 mM mit Gallensäuren und

            Mischmizellen

Nach den Pektinderivaten wurden wiederum Transportuntersuchungen mit Gallensäuren

bzw. Mischmizellen im Donatorkompartiment durchgeführt.

Auch hier zeigte sich bei der GDCA die stufenweise Abnahme der Akzeptoranreicherung

bzw. des Flux bei 5 mM mit zunehmender GDCA-Konzentration oberhalb der CMC. Bei

der GCA konnte im Gegensatz zu den Versuchen mit der vorangegangenen doppelten

Chininkonzentration (s. Kap. 3. 1. 4) nicht der gleiche Effekt wie bei der GDCA erzielt

werden.

Da auch bei weiteren Versuchsreihen mit anderen Lösungsmedien in AK bzw. DK der

Einfluß von GCA auf den Chinintransport geringer war als der von GDCA, wurde in al-

len weiteren Untersuchungen mit Gallensäuren  bzw. Mischmizellen ausschließlich das

Dihydroxypräparat GDCA als GS-Komponente verwendet. Bemerkenswert ist bei den

Ergebnissen vor allem der Wert ab 15 mM GDCA, da hier die Akzeptoranreicherung

bzw. der Flux deutlich unter 50 % des Wertes von „Chinin pur“, also ohne GS-Zusatz im

Donator, liegt (Abb. 16).
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Abb. 16 FChi [µg/cm² ⋅ min] bei 120 min GDCA und GCA

Bei den anschließenden Testreihen mit 1,1 mmol / l Chinin-HCl in Gegenwart von

Mischmizellen im Donatorkompartiment war die reduzierte Chinin-

Akzeptorkonzentration bzw. Erniedrigung des Flux, die schon bei 2.2 mmol Chinin-HCl-
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Ausgangskonzentration als starker Effekt zu finden war, noch deutlicher ausgeprägt. Der

Zusatz sowohl binärer als auch ternärer Mischmizellsysteme in das Donormedium resul-

tierte in einem sehr großen Abfall der Transportrate in den Akzeptor, die Reduktion des

Flux erfolgte dabei sogar annähernd um den Faktor 10 (Abb. 17).

Flux nach 120min [µg/cm² ⋅ min] Mischmizellen
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Abb. 17 FChi [µg/cm² ⋅ min] bei 120 min GDCA und GDCA-Mischmizellen*

                   * GS = GDCA 15mM

In Zusammenfassung der bisherigen Versuche mit einer Konzentration von Chinin-HCl

1,1 mmol/l läßt sich feststellen, daß erneut ein starker Effekt auf den Chinintransport

durch die Gegenwart von GS-Mizellen bzw. -Mischmizellen nachgewiesen wurde. Dieser

Einfluß war wie bei den vorherigen Untersuchungen mit 2,2 mmol/l Chinin-HCl deutlich

stärker ausgeprägt als der von den Pektinderivaten.

Weiterhin wurden die Testreihen mit beiden Chininkonzentrationen mit verändertem

Lösungsmediun im Akzeptor (KREBS-HENSELEIT-Puffer pH 7,4; modifiziert nach

Poole, Zusammensetzung s. Kap. 6. 1. Methoden) bzw. in Donator und Akzeptor (dabei

Phosphatpuffer nach SÖRENSEN pH 6,0 und 8,0 in jeweils beiden Kompartimenten)

durchgeführt.

Die Ergebnisse waren im Falle der KREBS-HENSELEIT-Lösung mit den vorangegange-

nen Versuchen nahezu übereinstimmend bzw. zeigten bei pH 6,0 und 8,0 keine wesentli-

chen Unterschiede im Permeationsverhalten der einzelnen Präparate zueinander vergli-
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chen mit pH 7,2. Auch bei einem Donator-pH 6,0 und 0,1 N HCl im Akzeptor ergab sich

keine erwähnenswerte Änderung des Verhältnisses der Transportänderung durch die je-

weiligen Donatorzusätze, auch wenn die Fluxrate durch den pH-Gradienten entsprechend

verändert werden konnte. Daher soll hier auch nicht weiter auf diese Versuche eingegan-

gen werden.

Ein graphischer Vergleich der Fluxe sowohl nach Pektinzusatz Bl-4 als auch bei Anwe-

senheit von mizellaren Systemen im Donator soll die stärkere Permeationsänderung

durch die Affinität des Arzneistoffes zu den Mizellen noch einmal verdeutlichen (Abb.

18).

Flux nach 120min [µg/cm² ⋅ min] Bl-4, GDCA, GCA und Mischmizellen
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Abb. 18 Vergleich FChi[µg/cm² ⋅ min] bei 120 min Bl-4 und GDCA-Mizellen/-Mischmizellen*

                  * GS = GDCA

In den bisherigen Darstellungen der Ergebnisse des FÜRST-NEUBERT-Modells wurden

zur übersichtlicheren Veranschaulichung nur die Ergebnisse der Messungen des Zeit-

punktes 120 Minuten wiedergegeben. Als Ergänzung dazu sind in Abbildung 19 die Flu-

xwerte aller Messzeiten der in Abbildung 18 ausgewählten Präparationen wiedergegeben,

um zu verdeutlichen, daß die Transportbeeinflussung die gleichen Unterschiede durch die

jeweiligen Donatorzusätze prinzipiell bei allen Messzeiten zeigte (Abb. 19):
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Abb. 19 Vergleich der Fluxe FChi [µg/cm² ⋅ min] für Bl-4 und GDCA- Mizellen/-Mischmizellen* für alle

              Meßzeitpunkte bei den Permeationsversuchen mit dem Modell nach FÜRST und NEUBERT mit

              Chinin-HCl 1,1 mmol/l

                  * GS = GDCA

Der starke Abfall des Flux, besonders bei der Anwesenheit von Mischmizellen stand im

Verhältnis zur vorangegangenen Chininkonzentration im Donator (2,2 mmol / l bzw. 1,1

mmol / l) und könnte dadurch erklärt sein, daß sich die Chininmoleküle in einer be-

stimmten statistischen Verteilung in der Mizelle anreichern und diese dadurch thermody-

namisch stabilisieren, zusätzliche Chininmoleküle bei höheren Donatorkonzentrationen

eher für die Permeation in bzw. nach entsprechender Membrananreicherung durch die

Membran zur Verfügung stehen.

Ob sich die im Permeationsmodell nach FÜRST und NEUBERT gefundene Anreiche-

rung der Chininmoleküle in den Gallensäuremizellen bzw. Mischmizellen als relevant für

ein vermindertes Transportverhalten in vivo erweist, soll in einem nächsten Schritt in

einem weiteren in vitro-Modellsystem, welches den physiologischen Bedingungen im

lebenden Organismus nähersteht, weiter untersucht werden.
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3. 2. Permeationsversuche mit der everted sac-Technik

3. 2. 1. Grundlagen und Versuchsdurchführung

Nachdem der erste Abschnitt der in vitro-Versuche unter Verwendung künstlicher Mem-

branen mit dem Permeationsmodell nach FÜRST und NEUBERT abgeschlossen war,

wurde als nächster Schritt der Einsatz einer biologischen Membran mit Hilfe der everted

sac-Methode durchgeführt.

Das in vitro-Modell des gewendeten Darms, auch als everted sac-Technik oder Technik

des umgestülpten Darms bezeichnet, hat seit seiner Einführung durch WILSON und

WISEMAN immer wieder Anwendung für die Charakterisierung der Resorption von

Arzneistoffen und möglichen Wechselwirkungen bei diesem Prozess gefunden [24, 219-

233].

Beispiele dafür sind u. a. Untersuchungen zur intestinalen Aufnahme von Sulfonamiden

und Benzodiazepinen [221], der Effekt der gleichzeitigen Gabe von Kationen und Sulfo-

namiden [228] oder Studien zum Einfluß verschiedener einwertiger Kationen wie Na+

oder K+ auf die Absorptionsrate von Lithium [230].

Bei der Methode des gewendeten Darms werden isolierte Abschnitte des Dünndarms

narkotisierter Versuchstiere (Ratte, Meerschwein, Hamster, Maus) zur Möglichkeit der

Simulation von Transportprozessen durch eine natürliche Membran benutzt.

Die Vorteile dieses Modells bestehen darin, ohne den Aufwand von Versuchen mit le-

benden Tieren durch die Verwendung eines entnommenen bestimmten Darmabschnittes

eine nahezu intakte Darmmukosa (mit lebenden Enterozyten) zur Verfügung zu haben,

die unter den entsprechenden Voraussetzungen für eine gewisse Zeit auch noch aktive

Resorptionsmechanismen besitzt. Daher liegt das Ergebnis näher an den unter physiolo-

gischen Bedingungen im Organismus ablaufenden Vorgängen der Nahrungsmittel-

Arzneimittel-Wechselwirkungen.

Die Nachteile bestehen neben den interindividuellen Schwankungen zwischen den iso-

lierten Organen der Versuchstiere in einer möglichen Bindung des Arzneistoffes an das

Muskelgewebe und die Schleimhaut und einer damit einhergehenden Diffusionsbeein-

flussung sowie in der beschränkten zeitlichen Verwendbarkeit. Dabei spielt nach der

Entnahme aus dem Versuchstier neben dem Alterungsprozess natürlich auch die Versor-
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gung der Darmzellen und damit deren Intaktheit und Überlebensfähigkeit ebenso wie die

Geschlossenheit der Zellverbände eine entscheidende Rolle.

Auch ist es zur besseren Vergleichbarkeit unbedingt notwendig, bei der Organentnahme

aus den einzelnen Tieren der Versuchsreihe, die natürlich auch möglichst in einem annä-

hernd gleichen physiologischen Zustand (Alter, Gewicht, Füllungszustand etc.) sein soll-

ten, stets die gleichen Darmabschnitte (entweder gemessen vom Magenausgang oder vom

Blinddarmbeginn) zu verwenden sowie beim Wenden und Präparieren des Darmab-

schnittes möglichst gleiche Bedingungen zu haben [220].

Aus bisherigen Veröffentlichungen ist bekannt, daß ca. fünf Minuten nach Versuchsbe-

ginn erste morphologische Veränderungen sichtbar werden können. Dies zeigt sich in

einer beginnenden Ablösung des Dünndarmepithels mit gleichzeitiger Hydratation (Was-

seraufnahme in die Lamina propria der Mucosa) wie auch in einer Zunahme der Permea-

tion von Versuchssubstanzen [224, 225].

Deshalb ist ein zügiges Arbeiten nach der Organentnahme erforderlich, um den isolierten

Abschnitt möglichst innerhalb weniger Minuten in der Versuchsapparatur zu haben. Es

ist allgemein üblich, die Versuche nicht viel länger als über 90 Minuten hinweg nach

Beginn der Entnahme des Darmstückes durchzuführen [219-231].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Versuche mit der everted sac-Technik in Anleh-

nung an die Apparaturvarianten von WILSON / WISEMAN bzw. SCHILLING / MITRA

mit einer modifizierten Versuchsanordnung durchgeführt [219, 227].

Für die Organentnahme wurden als Versuchstiere Ratten (männlich, Wistar) ausgewählt

(Tierdaten, Lösungsmedium etc. s. Kap. 6. 1. Methoden). Zur Kinetik von Chinin bei

Ratten gibt es bereits verschiedene Veröffentlichungen, daher konnten sowohl die beim

vorliegenden everted sac-Modell verwendete Dosis als auch die Konzentrationen auf der

Serosaseite gut vergleichbar gemessen werden [234-240].

Die Versuchstiere wurden mit cervikaler Dislokation für die Organentnahme vorbereitet.

Als isoliertes Organ wurde ein ca. 10 cm langes Darmstück entfernt, das ca. 3 cm ober-

halb des Blinddarms beginnend in Richtung Magenausgang entnommen wurde und un-

verzüglich in oxygenierte KREBS-HENSELEIT-Lösung gegeben wurde.

Nach einer kurzen Reinigung in KREBS-HENSELEIT-Lösung zur Entfernung des Dar-

minhalts wurde das Darmstück dann auf einen Kunstfaserstab aufgezogen, am Stabende

fixiert und durch entgegengesetztes Abrollen gewendet. Dieser gewendete Darmabschnitt

wurde dann mit beiden Enden an den Darmhalterungen mittels Catgut befestigt (Ausspa-
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rung zur besseren Fixierung s. a. Abb. 20), 5 ml auf 37 ° C temperierter KREBS-

HENSELEIT-Lösung als Akzeptormedium eingefüllt und der Darmabschnitt in das eben-

falls auf 37 ° C erwärmte arzneistoffhaltige Donatorkompartiment (25 ml) eingetaucht

(Abb. 20).

Abb. 20 Schematischer Aufbau der Versuchsapparatur zur Durchführung der Untersuchungen mit  der

             everted sac-Technik

Der KREBS-HENSELEIT-Puffer (pH 7,4), der auch als Lösungsmedium für den Donator

diente, wurde stets frisch bereitet und in der Versuchsapparatur bereits 30 Minuten vor

Versuchsbeginn oxygeniert. Zur Sauerstoffversorgung wurde Carbogengas (95 % O2, 5 %

CO2) verwendet, welches auch gleichzeitig zur Durchmischung des Donatorkomparti-

ments diente. Es wurden nach jeweils 30, 60 und 90 Minuten Probenvolumina von 0,2 ml

aus dem Akzeptorkompartiment entnommen und durch neues Akzeptormedium ersetzt.

An dieser Stelle erfolgte eine Durchmischung des Akzeptorkompartiments durch eine

fünfminütige Carbogenbegasung auf der Serosaseite.

Eine Probennahme nach 15 Minuten erwies sich in Vorversuchen nicht als sinnvoll, da

der Arzneistoff erst nach einer gewissen Verzögerungszeit („lag time“) zur Durchdrin-

gung der Barriere auf der Serosaseite angelangt.



43

Aufgrund der Resultate mit dem Permeationsmodell nach FÜRST und NEUBERT wur-

den für die everted sac-Versuche folgende Donatorlösungen ausgewählt (Tabelle 5):

Tabelle 5 Varianten für die Versuche mit der everted sac-Technik

Donatorlösung    Kurzbezeichnung

Chinin 1.1 mmol    Chin. pur

Chinin 1.1 mmol+ 0,5 % Bl-4    Bl-4

Chinin 1.1 mmol+ 0.5 mM GDCA    GS*

Chinin 1.1 mmol+ 15 mM GDCA    GS

Chinin 1.1 mmol+ 15 mM GDCA+

1 mg/ml Lecithin

   GS+LE

Chinin 1.1 mmol+ 15 mM GDCA+

1.8 mM Palmitinsäure

   GS+PA

Chinin 1.1 mmol+ 15 mM GDCA+

1mg/ml Lecithin+ 1.8 mM Palmitin-

säure

   GS+LE+PA

Die Versuche wurden für jedes Donatorpräparat mit mindestens drei Versuchstieren

durchgeführt. Die Integrität bzw. Funktionalität des Darmgewebes sollte vor Beginn von

Testreihen nach der Isolation aus einem Versuchstier im verwendeten Modellaufbau

nachgewiesen werden.

Möglichkeiten dazu sind neben der Messung elektrischer Zellpotentiale und histologi-

schen Studien der Nachweis carriergestützter Transporte von Substanzen wie D-Glucose

oder L-Histidin oder die Untersuchung des Adsorptionsverhaltens nicht bzw. schwer

transportierbarer Stoffe [212, 241-248]. Letzteres wurde mit Phenolrot durchgeführt und

zeigte über 90 Minuten keinen Verlust der Barriereeigenschaften des Darmgewebes.

Zur Auswertung wurden die auf der Serosaseite gemessenen bzw. prozentualen (im Ver-

gleich zur Ausgangskonzentration im Donator) Chininanteile nach 90 Minuten herange-

zogen.

Als weiterer Vergleichsparameter wurde eine theoretische Gleichgewichtstransportzeit

tg1/2, die sich mathematisch von der Halbtransportzeit t1/2 (Gleichung 6 und 7) ableitet,

ermittelt [3, 36, 208].
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t1/2 = ln2 = tg1/2                                                                                                              (6)
         kt

kt = t -1 ⋅ ln cCE / (cCE - cAK)                                                                                             (7)

cCE...Gleichgewichtskonzentration   cAK...Konzentration im Akzeptor   t...Zeit   kt...Transportkonstante

Die Halbtransportzeit t1/2 steht für den Zeitraum, in dem 50 % der im Donator eingesetz-

ten Arzneistoffkonzentration in den Akzeptor übergeht und leitet sich von einer Verein-

fachung des 1. FICKschen Diffusionsgesetz (Gl. 1) ab [36].

Da für den Chinintransport im everted sac-Modell von einem passiven Transportprozess

ausgegangen werden kann und aufgrund der unterschiedlich großen Kompartimente (Do-

nator 25 ml u. Akzeptor 5 ml) der Diffusionsprozess zu einem Konzentrationsgleichge-

wicht hinstrebt, ist die Verwendung des Begriffes „theoretische Gleichgewichtstransport-

zeit“ geeigneter.

Allerdings ist diese Gleichgewichtstransportzeit als modellabhängige Größe im vorlie-

genden everted sac-Modell nur ein theoretischer Vergleichsparameter, da die praktisch

mögliche Versuchszeit beschränkt ist. Die Berechnung erfolgte mit den Werten der Mes-

sung zum Zeitpunkt 90 Minuten. Da in der vorliegenden Arbeit das Verhältnis der Volu-

mina von Donator (Mucosaseite) zu Akzeptor (Serosaseite) 5:1 war, bezieht sich in die-

sem Fall die transportierte Donatorkonzentration (bei t0=1.1 mmol / l Chinin) auf eine

Gleichgewichtskonzentration cCE in 30 ml (also einen Wert von 0,92 mmol / l), wobei der

Anteil im Darmgewebe dabei unberücksichtigt bleibt.

Hinsichtlich der Veränderungen im Transportverhalten des Arzneistoffes durch die ein-

zelnen Donatorzusätze besitzt diese theoretische Gleichgewichtstransportzeit eine gute

Aussagekraft, vergleichbar mit dem Flux im Permeationsmodell mit der künstlichen

Membran, da die veränderte Transportgeschwindigkeit gut verdeutlicht werden kann.
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3. 2. 2. Ergebnisse und Diskussion

Die Resultate mit der everted sac-Technik bestätigten die Ergebnisse der Untersuchungen

mit dem Permeationsmodell nach FÜRST und NEUBERT. Auch hier zeigte sich durch

den Zusatz von Gallensäuren oberhalb der CMC eine deutliche Reduktion der Akzepto-

ranreicherung von Chinin. Das ist insofern bemerkenswert, da durch den Gallensäurezu-

satz eher eine Transportverbesserung durch die biologische Membran vermutet wurde.

Nur ein Zusatz von 0,5 mM GDCA ergab eine geringfügige Konzentrationserhöhung auf

der Serosaseite. Die stärkste Reduktion der Chininpermeation war bei Anwesenheit des

binären Systems Glycodeoxycholsäure + Palmitinsäure bzw. des ternären Mischmizellsy-

stems zu registrieren.

Das Ausmaß der Transportreduktion zeigte bei 30 Minuten keine erwähnenswerten Un-

terschiede, bei 60 und 90 Minuten trat dann allerdings der Effekt deutlich zutage (Abb.

21).

                    GS....Glycodesoxycholsäure
              (15 mM  bzw. *=0.5 mM)

                       PA...Palmitinsäure (1.8mM)
              LE...Lecithin (1mg/ml)
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Abb. 21 Chininkonzentration auf der Akzeptorseite everted sac-Versuche

Ab einem Zeitpunkt von 60 Minuten wird ausgesprochen deutlich die starke Reduzierung

der Transportrate um bis zu ca. 75 %, also um etwa den Faktor 4, erkennbar.

Den Zusammenhang zwischen vermindertem Chinintransport und dem Zusatz von Gal-

lensäuremizellen bzw. Mischmizellen im everted sac- Modell verdeutlicht relativ gut

auch die theoretische Gleichgewichtsstransportzeit tg1/2, also der Zeitraum, bis zu dem
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beidseits der Barriere eine annähernd gleiche Chininkonzentration erreicht würde (Ta-

belle 6):

Tabelle 6 Theoretische Gleichgewichtstransportzeit tg1/2 everted sac-Versuche

Präparat t g1/2 [min]

Chinin pur  94,5  +2,6

Bl-4 105,9 +3,4

GS*   92,6 +1,4

GS 198,1 +9,5

GS+LE 174,9 +4,7

GS+PA 398,2 +13,7

GS+LE+PA 440,3 +9,3

n=3

p<0,05 (t-Test nach STUDENT)

Die mit der Methode des isolierten, gewendeten Darms erhaltenen Ergebnisse der Trans-

portuntersuchungen führten somit nicht zu einer erhöhten Aufnahme von Chinin durch

dessen Anreicherung in den Gallensäuremizellen bzw. Mischmizellen. Dafür kam es

auch bei diesem Modell zu einem erneuten Auftreten des Effektes einer starken Trans-

portverminderung [251, 252].

Während im vorangegangenen Kapitel der verringerte Flux im Permeationsmodell nach

FÜRST und NEUBERT bei Anwesenheit von Mizellen durchaus auch die Möglichkeit

eines stärkeren Chinintransportes mit Hilfe mizellarer Systeme durch die biologische

Membran des Darmgewebes erwarten ließ, könnte die bei Vorhandensein von Gallensäu-

remizellen auf der Mucosaseite beobachtete Wirkstofftransportverringerung neben einer

verstärkten Anreicherung im Gewebe auch für eine stärkere Wirkstoffinvolvierung, be-

sonders in den Mischmizellen, als bisher angenommen stehen.

In bestimmten Abschnitten des Darmtraktes findet eine Resorption mizellarer Systeme

ebenso statt wie an anderer Stelle durch die Bindung von Gallensäuren bzw. Mizellen an

nahrungsbedingte Komponenten (bspw. ballaststoffreicher Fäzes) eine verstärkte Aus-

scheidung. Da die vorhandene Gallensäurekonzentration und die Zusammensetzung der

Mischmizellen wesentlich den Anteil des in den Mizellen angereicherten Arzneistoffs

beeinflussen kann, könnte der bisher beobachtete Effekt erklären helfen, warum in der
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Literatur zu einigen Arzneistoffen wie Propranolol oder Amphotericin B unterschiedliche

Angaben zu Verbesserung bzw. Verschlechterung der Bioverfügbarkeit durch den Zusatz

von Gallensäuremizellen zu finden sind [84, 210, 249, 250].

Durch den Einsatz des isolierten Darmabschnittes konnte eine gute Annäherung an die

Verhältnisse unter physiologischen Bedingungen gefunden werden. Es soll nun im fol-

genden Kapitel mittels Durchführung von Zellkulturversuchen untersucht werden, ob die

bisher beobachteten Einflüsse durch die GDCA-Mizellen bzw. Mischmizellen auch in

einem weiteren, den physiologischen Verhältnissen nahekommenden in vitro-Modell der

intestinalen Resorption nachgewiesen werden können bzw. das Modell für die Detektion

von Einflüssen auf den Arzneistofftransport der lipophilen basischen Modellsubstanz

Chinin-HCl durch die Gegenwart von Pektin bzw. mizellaren Gallensäuresystemen ge-

eignet ist.
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3. 3. Permeationsversuche mit dem Diffusionskammersystem SnapwellTM

        unter Verwendung des Zellkultursystems Caco-2

3. 3. 1. Grundlagen und Versuchsdurchführung

Neben den Untersuchungsreihen mit isolierten Darmabschnitten am everted sac-Modell

wurden auch Untersuchungen zur Transportbeeinflussung von Chinin durch Pektinderi-

vate oder Gallensäuremizellen bzw. Mischmizellen mit einem Zellkultursystem einer

Caco-2 Zellinie (humane Dickdarmkarzinom-Zellinie) durchgeführt.

Die Verwendung von Zellkulturen mit menschlichen Zellen aus Dickdarmkarzinomen

(Adenokarzinomen) zu Studien über das Aufnahme- und Transportverhalten von Arznei-

stoffen im Intestinaltrakt zählt zu den gängigen Methoden, anstelle oder im Vorfeld von

in vivo-Versuchen Resorptionsprozesse unter physiologischen Bedingungen nahekom-

menden Verhältnissen zu untersuchen. Die verwendeten Caco-2 Zellen nähern sich dabei

im Laufe ihres Entwicklungsprozesses in ihrer Physiologie sehr den „normalen“ Entero-

zyten an [243, 253-267].

Der Vorteil dieser Methode ist die Möglichkeit der Verwendung lebender Zellen zur Si-

mulation bestimmter Mechanismen, die beispielsweise carrierabhängig sind, ohne den

Einsatz von Versuchstieren oder menschlichen Probanden.

Der Nachteil liegt zum einen in der Empfindlichkeit (Infektionen etc.) und im relativ ho-

hen Handlingsaufwand (Kultivierung) des Systems, zum anderen darin, daß nicht alle

Enzyme und Transportsysteme in den Caco-2 Zellen denen in „normalen“ Enterozyten

entsprechenden, was auch mit ihrer Herkunft aus dem Dickdarm und als Tumorzelle zu-

sammenhängt [243, 253-267].

Im folgenden Abschnitt soll kurz die Präparation des Modellsystems beschrieben werden:

Die Caco-2-Zellinie wurde von der DSMZ (Dt. Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen, Braunschweig/D) bezogen. Eine Vermehrungs- bzw. Erhaltungskultur der

Caco-2-Zellen erfolgte in T 75-Kulturflaschen bei 37 °C in Gegenwart einer Atmosphäre

von 5 % CO2 und 95 % normaler Atemluft (höherer CO2-Gehalt zur Unterstützung der

anaeroben Prozesse) sowie 100 % Luftfeuchtigkeit. Zur Versorgung der Zellen im Inku-

bator (Standardkulturbedingungen) diente das Nährmedium Dulbeccos Mem seromed®

mit einem Zusatz von 10 % inaktiviertem fetalen Kälberserum.
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Bei ca. 80 %iger Konfluenz des „Zellrasens“ (6 Tage) wurden die Zellen vom Boden der

Kulturflasche abtrypsiniert und eine Einzell-Suspension hergestellt. Anschließend er-

folgte die Aussaat von jeweils ca. 6,3 ⋅ 104 Zellen / cm² in 0,5 ml Kulturmedium auf die

Snapwell-Membranen (SnapwellTM, Polyester, 12 mm Durchmesser, Porengröße 0,4

µm), die vorher mit Collagen Typ I beschichtet worden waren.

Auf die Snapwells wurden 2 ml weiteres Medium gegeben und jeweils 6 Snapwells in

Sechs-Well-Kulturplatten im Brutschrank bei 37 °C unter sterilen Verhältnissen 19 Tage

inkubiert (Standardkulturbedingungen).

Bis zum Erreichen eines konstanten transepithelialen Durchgangswiderstandes (engl.

TEER, nach durchschnittlich 15 Tagen erreicht) wurde dieser alle zwei Tage bestimmt.

Die homogen mit Zellen bewachsenen Snapwell-Membranen wurden nach der Überprü-

fung des TEER am Tag 19 für das Permeationsexperiment verwendet. Unmittelbar vor

dem Einsetzen in die Diffusionskammer wurde die Konfluenz der Zellschicht mittels

Messung des Durchgangswiderstandes nochmals kontrolliert.

Die Diffusionskammern wurden vor dem Einbringen der Snapwells temperiert (während

der Versuche erfolgte die Temperierung über ein Thermostat im Halteblock der Kam-

mern) und während der Versuchsdauer über ein Begasungssystem ähnlich dem everted

sac-Modell begast (Carbogen 95 % O2, 5 % CO2), was auch zur Durchmischung der

Kompartimente diente.

Die Transportrichtung der Modellsubstanz Chinin (Ausgangskonzentration 2,2 mmol/l)

erfolgte von der der Snapwell-Membran abgewandten („Mukosaseite“) zur zugewandten

(„Serosaseite“) Seite der Zellschicht.

Das Volumen sowohl auf der Donator- als auch der Akzeptorseite betrug bei den Versu-

chen jeweils 5 ml. Die Versuche wurden für jede Variante mit mindestens drei Snapwells

durchgeführt.

Es wurde alle 15 Minuten der elektrische Widerstand [Ω] der Zellschicht durch in das

Kammersystem integrierte Elektroden eines Ohmmeters gemessen.

Die Versuchszeit betrug 120 Minuten, nach jeweils 30 Minuten wurde auf beiden Seiten

ein Probevolumen von 0,2 ml entnommen.

Das Prinzip des Zellkultursystems und der Aufbau der Diffusionskammer bzw. des

Membransystems SnapwellTM ist in Abbildung 21 dargestellt:
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Abb. 22 Prinzip des Zellkultursystems sowie Aufbau der vertikalen Diffusionskammer

Eine Übersicht der eingesetzten Donatorlösungen gibt Tabelle 7:

Tabelle 7 Varianten für die Versuche mit SnapwellTM

Donatorlösung Kurzbezeichnung

Chinin 1,1 mmol / l Chin. pur
Chinin 1,1 mmol / l + 0,1%Bl-4 Bl-4
Chinin 1,1 mmol / l + 1 mM GDCA GS*
Chinin 1,1 mmol / l + 15 mM GDCA GS
Chinin 1,1 mmol / l + 15 mM GDCA + 1 mg / ml Lecithin GS+LE
Chinin 1,1 mmol / l + 15 mM GDCA + 1,8 mM Palmitinsäure GS+PA
Chinin 1,1 mmol / l + 15 mM GDCA + 1,8 mM Palmitinsäure +
1 mg / ml Lecithin

GS+LE+PA
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3. 3. 2. Ergebnisse und Diskussion

Leider erwies sich das System mit einer Caco-2-Zellmonoschicht als nicht sehr geeignet

für Versuche mit Gallensäuremizellen.

Durch den Gallensäurezusatz fand schon nach kurzer Zeit eine Zerstörung der Geschlos-

senheit der Zellschicht („monolayer“) statt. Dieser Umstand wurde durch einen raschen

Abfall des gemessenen Widerstandes zwischen den beiden Kompartimenten (trat bei

Pektinzusatz nicht auf) sichtbar (Tabelle 8).

Tabelle 8 Gemessene Widerstände [Ω] ausgewählter Zellkulturversuche (n=3)

Präparat

Zeit [min]

Chinin pur Bl-4 GS* GS GS+LE GS+PA GS+LE+PA

15 250 +8 244 +8   249 +10 75 +4   297 +11 79 +4 252 +6

30 206 +6 236 +6 252 +7 69 +3 102 +5 79 +3 162 +9

45  277 +13 222 +9   223 +10 68 + 6  78 +3 74 +4 115 +5

60 195 +4 215 +9 168 +8 66 + 8  72 +3 77 +6 101 +4

75 158 +8   213 +10 123 +5 67 +5  70 +4 76 +3  94 +8

90 141 +7 211 +3 103 +6 66 +4  69 +3 76 +1  89 +3

105 117 +5 212 +7  89 +5 66 +5  68 +3 78 +4  85 +5

120 121 +4 209 +9  82 +4 65 +3  66 +3 78 +4  81 +2

Auch wenn aus der Literatur [268-280] bekannt ist, daß die Lebensfähigkeit der Zellen

unter den Bedingungen einer Exposition von Gallensäuren weiter gegeben ist, so ist doch

durch die Auflösung der Geschlossenheit des Zellverbandes (sicher auch ermöglicht

durch die im Gegensatz zum isolierten Darmabschnitt fehlende schützende Schleimhaut-

schicht gegenüber den Gallensäuren) das Ergebnis der Versuche nur von orientierendem

Charakter [88, 293].

Trotzdem ist das Ergebnis der Versuche recht interessant. Denn obwohl die Geschlossen-

heit der Zellverbände („monolayer“) bei Anwesenheit der Gallensäuremizellen bzw.

Mischmizellen schon nach sehr kurzer Zeit nicht mehr vorhanden war, verhielt sich der

Effekt analog den Permeationsversuchen mit dem Modell nach FÜRST / NEUBERT (s.

Kap. 3. 1.). In Abbildung 23 sind dazu die gemessenen Konzentrationen der eingesetzten
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Modellsubstanz Chinin auf der Akzeptorseite der Diffusionskammer nach 120 Minuten

wiedergegeben:

Chininkonzentration [µg/l] auf der Serosaseite nach 120 Minuten
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Chin. pur Bl-4 GS GS+LE GS+PA GS+LE+PA
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Abb. 23 Chininkonzentrationen [µg/ml] auf der Akzeptorseite des Diffusionskammersystems

             SnapwellTM

In Zusammenfassung der Untersuchungsreihen mit dem Zellkultursystem erwies sich

dieses als nicht günstig für Studien in Anwesenheit höherer Konzentrationen von mizel-

laren Gallensäuresystemen, im vorliegenden Falle mit GDCA. Auch der Zusatz von Fett-

säure oder Phospholipid zur Bildung stabilerer mizellarer Systeme konnte die rasche Zer-

störung der Geschlossenheit der Zellschicht nicht verhindern.

Daher besitzen die Ergebnisse nur orientierenden Charakter und in Anbetracht des hohen

Handlingsaufwandes gegenüber beispielsweise dem Permeationsmodell nach FÜRST

und NEUBERT oder dem everted sac-Modell ist der Einsatz von Zellkulturen zur Detek-

tion von Einflüssen mizellarer Gallensäuresysteme auf den Arzneistofftransport nicht zu

empfehlen.
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4. Pharmakokinetik-Versuche

4. 1. Grundlagen

Nach der Durchführung der Untersuchungen mit den in vitro-Modellen war es im ab-

schließenden experimentellen Teil dieser Arbeit das Ziel, die bisher erhaltenen Ergebnis-

se auf ihre Übertragbarkeit unter physiologischen Bedingungen zu betrachten. Zu diesem

Zweck wurde am Hans-Knöll-Institut für Naturstoff-Forschung Jena eine Serie von Tier-

versuchen mit einem Kaninchenmodell durchgeführt.

Dabei wurde der Arzneistoff Chinin in gelöster Form in einer wässrigen Donatorflüssig-

keit, deren jeweilige Zusammensetzung sich von den vorangegangenen Versuche ablei-

tete, intraduodenal appliziert und anschließend der Chiningehalt im Blut ermittelt.

Die intraduodenale Applikation wurde gewählt, um in einem bestimmten Abschnitt des

Gastrointestinaltraktes (Duodenum) die Situation nachzubilden (Wirkstoff Chinin +

Gallensäuremizelle bzw. Gallensäure / Phospholipid / Fettsäure-Mischmizelle), die unter

dem Einfluß bestimmter Nahrungskomponenten im lebenden Organismus entstehen

kann.

Neben den in vitro-Methoden, wie beispielsweise Zellkulturen oder der Einsatz isolierter

Organe, ist für eine zuverlässige Voraussage von Arzneistoffwirkungen bzw. Wechsel-

wirkungen, außer der Testung der Pharmakokinetik am Menschen selbst, die Untersu-

chung am intakten Tier die den humanen physiologischen Verhältnissen am nächsten

kommende Verfahrensweise. Sicherlich ist eine absolute Übertragbarkeit auf den

menschlichen Organismus nicht möglich, aber bestimmte Effekte können im geeigneten

Tiermodell sehr gut detektiert werden.

Bei der Auswahl und der Durchführung von Tierversuchen ist natürlich eine Reihe von

Voraussetzungen zu beachten. So ist neben den entsprechenden Genehmigungs-

Richtlinien und der Beachtung der Bestimmungen des Tierschutzes die Zahl der verwen-

deten Versuchstiere so gering wie möglich zu halten.

Aus diesem Grunde wurden in der vorliegenden Arbeit nur Versuche mit Donatorzusät-

zen basierend auf mizellaren Systemen von GDCA bzw. GDCA+Palmitinsäure und/oder

Lecithin durchgeführt, um die Zahl der Tiere so gering wie möglich zu halten und auf den

Einsatz einer pektinhaltigen Chininlösung verzichtet, da die vorangegangen Ergebnisse
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keine so große Wirkstofftransportänderung ergeben hatten wie die Anwendung der Gal-

lensäuremizellen bzw. Mischmizellen.

Der entscheidende Vorteil der Untersuchung von Transportprozessen mittels Tierversu-

chen im lebenden Organismus ist die Beobachtungsmöglichkeit einer eventuellen Ände-

rung der pharmakokinetischen Parameter des Arzneistoffes durch bestimmte Einflußfak-

toren.

Im Vorfeld pharmakokinetischer Untersuchungen steht eine exakte Versuchsplanung

unter der Berücksichtigung der Zielstellung, in diesem Fall der Auswirkung der Gegen-

wart mizellarer bzw. mischmizellarer Systeme von GDCA auf die Kinetik von Chinin.

Bei der Auswahl der Tiere ist darauf zu achten, daß der physiologische Zustand (Alter,

Geschlecht, Gewicht, Gesundheitszustand etc.) ebenso wie die Haltung (Fütterung, Auf-

bewahrung etc.), die Nahrungszufuhr während des Versuches und die Versuchsdurchfüh-

rung (einschließlich der weiteren Verwendung der Tiere) den durch die Aufgabenstellung

vorgegebenen Standardbedingungen entspricht.

Im vorliegenden Fall wurden weibliche Kaninchen (Rasse: Weiße Neuseeländer) mit

einem Körpergewicht von ca. 3,5 kg verwendet. Die Tiere wurden bis Versuchsbeginn in

einem klimatisierten Raum untergebracht und erhielten Standardfutter sowie Trinkwasser

ad libitum.

Für jeden Versuch der Versuchsreihe wurden vier Tiere eingesetzt. Die Applikation des

Wirkstoffes erfolgte über einen Katheder mit einer einmaligen intraduodenalen Dosis von

5 mg / kg KG (Körpergewicht).

Durch diese Verfahrensweise wurde zum einen erreicht, daß die definierte Donatorlösung

in den gewünschten Darmabschnitt Duodenum gelangen konnte, und andererseits nicht

der Charakter der applizierten Donatorlösung während einer Passage höhergelegener Ab-

schnitte des Gastrointestinaltraktes verändert wurde.

Als Versuchsdauer wurde ein Zeitraum von 360 Minuten festgelegt. Während dieser Zeit

wurden alle 30 Minuten 2 ml Blut entnommen, dem Versuchstier 2 ml isotonische NaCl-

Lösung i. v. verabreicht und der Blutspiegel von Chinin für die Ermittlung der Invasions-

kinetik bestimmt. Die verabreichte Dosis von 5 mg / kg KG lehnte sich an bisher erschie-

nene Studien zur Kinetik von Chinin in Ratten und Kaninchen an [281-288].

Ermittelt wurden neben den Blutspiegelkurven (als arithmetische Mittelwerte) die Fläche

unter der Konzentrations-Zeit-Kurve von t = 0 bis Versuchsende t = 360 Minuten („area

under the curve“, AUC0-360min), die terminale Eliminationshalbwertszeit (t1/2), die Ge-
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samtkörperclearance (totale Clearance, Cltot), das Plasmaspiegelmaximum (cmax), der

Zeitpunkt des Plasmaspiegelmaximums (tmax) sowie die mittlere Verweilzeit („mean re-

sidence time, MRT) mit Hilfe der kompartimentunabhängigen Methode [3, 289].

Zur Auswertung der erhaltenen pharmakokinetischen Daten wurde das PC-Programm

TOPFIT 2.0 benutzt [290].

4. 2. Versuchsdurchführung

Die Methodik der angewendeten Versuchsdurchführung zur Bestimmung der Pharmako-

kinetik in Kaninchen nach intraduodenaler Applikation ist in der Literatur ausführlich

beschrieben [291, 292].

Dabei wurden die Versuchstiere (ab 8 h vor Versuchsbeginn keine Verabreichung von

Futter) auf einem beheizten Operationstisch fixiert (um die Körpertemperatur aufrechter-

halten zu können) und zu Beginn mit einer i. v. Applikation von Pentobarbital (50 mg /

kg KG) in isotonischer Kochsalzlösung narkotisiert.

Die weitere Narkose während der Versuchsdauer wurde mit einer Lösung von 0,5 mg / kg

/ h Xylazin (Rompun, Bayer, Leverkusen) und 0,2 mg / kg / h Ketamin (Velonarcon,

Berlin-Chemie, Berlin), gelöst in isotonischer Kochsalzlösung, aufrechterhalten.

Um die Blutzirkulation immer zu ermöglichen und möglichen Blutgerinnseln vorzubeu-

gen, wurde dem Tier während des Versuches durch eine Infusionspumpe über die Ober-

schenkelvene heparinisierte (500 I. E. Heparin pro 100 ml) isotonische NaCl-Lösung (36

ml / h) zugeführt. Zur Kontrolle des Kreislaufs des Versuchstieres wurde der arterielle

Blutdruck während des laufenden Experiments ständig mit Hilfe einer in der Halsschlag-

ader angebrachten Kanüle überwacht. Die wässrige Donatorlösung mit Chinin bzw. Chi-

nin in Anwesenheit mizellarer Systeme wurde über einen im Duodenum implantierten

Katheder entsprechend intraduodenal appliziert.

Die Aufbereitung der halbstündlich entnommenen Blutproben (2 ml) nach sofortiger Ver-

setzung mit 3,13 %iger Citratlösung im Verhältnis 1:1 geschah durch Zentrifugieren (10

min bei 3000 Umdrehungen), anschließender Entnahme des klaren Zentrifugatüberstan-

des und darauffolgendes Einfrieren bei -20 °C bis zur Analytik mittels HPLC.

Die Zusätze zu den Donatorlösungen von Chinin-HCl (1 mg / ml) in Phosphatpuffer pH

7,2 nach SÖRENSEN sind in Tabelle 9 beschrieben:
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Tabelle 9 Versuchslösungen zur intraduodenalen Applikation per Sonde für die in vivo-Versuche

Lösung-Nr. Mizellzusatz Bezeichnung

I keiner Chin. pur

II 15 mM GDCA GS

III 15 mM GDCA + 1 mg / ml Eilecithin GS+LE

IV 15 mM GDCA + 1,8 mM Palmitinsäure GS+PA

V 15 mM GDCA + 1 mg / ml Eilec. + 1,8 mM Palmitinsäure GS+LE+PA

4. 3. Ergebnisse und Diskussion

Als erster Schritt wurde die Blutspiegelkinetik einer Gabe von Chinin-HCl in Pufferlö-

sung ohne den Zusatz von Gallensäuren untersucht. Dabei zeigte sich ein aus anderen

Studien bekannter Verlauf des Wirkstoffprofils (Abb. 24).

Plasmaspiegel von Chinin im Kaninchen
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Abb. 24 Verlauf des Plasmaspiegels von Chinin im Kaninchen nach intraduodenaler Applikation (Dosis

              5 mg / kg KG)

Im ersten Abschnitt des Zeitverlaufes ist dabei die überwiegende Invasion genauso gut

sichtbar wie die im weiteren Verlauf dominierende Elimination.
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In der Zeitspanne zwischen 240 und 300 Minuten wird auch der in der Literatur beschrie-

bene entero-hepatische Kreislauf durch den leichten Wiederanstieg der Chininkonzentra-

tion im Blut deutlich erkennbar.

Das Plasmaspiegelmaximum wird wie in der vorliegenden Graphik beim Kaninchen ge-

wöhnlich innerhalb der ersten Stunde erreicht, beim Menschen liegt vergleichsweise dazu

dieser Bereich zwischen 1 bis 3 Stunden [201, 281-283].

Als nächster Teilschritt wurde eine mögliche Veränderung der Bioverfügbarkeit des

Wirkstoffes bei der Gabe in einer wässrigen Pufferlösung durch die Anwesenheit von

Gallensäuremizellen untersucht. Dafür wurde die Lösung wie in den vorangegangenen in

vitro-Versuchen mit einer GDCA-Konzentration von 15 mM versehen.

In Abbildung 25 sind beide Plasmaspiegelverläufe (Chinin und Chinin + Gallensäure)

dargestellt.

Plasmaspiegel von Chinin pur und mit Gallensäurezusatz im K aninchen
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Abb. 25 Vergleich der Plasmaspiegel mit und ohne Zusatz von GDCA

Wie in der Darstellung ersichtlich wird, ergibt sich auch hier wie in den vorangegangenen

in vitro-Modellversuchen mit der Gallensäure GDCA oberhalb der CMC ein deutlich

verminderter Transport von Chinin in das Zielkompartiment, in diesem Falle ein geringe-

rer Plasmaspiegel.

Eswird deutlich, daß das Plasmaspiegelmaximum cmax des Arzneistoffes bei GDCA-
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Zusatz oberhalb der CMC in der Applikationslösung auf der Zeitachse sehr weit nach

hinten verschoben auftritt.

Im Vergleich der cmax-Meßzeitpunkte 30 Minuten (Chinin pur) und 120 Minuten (Chinin

+ GS) ist dies ein erheblicher Unterschied. Auffällig ist auch das im weiteren Verlauf des

Plasmaspiegelprofils zum einen zeitversetzte (wie beim Konzentrationsmaximum) und

zum anderen hier auch stärker hervortretende Erscheinungsbild des enterohepatischen

Kreislaufes von Chinin.

Das zeitversetzte Plasmaspiegelmaximum könnte ein Indiz dafür sein, daß auch hier bei

den Versuchen in einem lebenden Organismus, wie schon in vorangegangenen Kapiteln

der in vitro- Transportuntersuchungen erwähnt, eine längerdauernde bzw. ausgeprägtere

Assoziation der Chininmoleküle in den GDCA-Mizellen stattfindet als bisher angenom-

men.

Außerdem ist es auch ein mögliches Anzeichen dafür, daß die im Rahmen des entero-

hepatischen Kreislaufs in das Darmlumen sezernierte Gallensäure dort vorhandene Chi-

ninmoleküle bindet, in diesem Falle aber der intestinalen Resorption eher förderlich ist

(daher dann der spätere Anstieg), da durch das bis dahin erfolgte Ausscheiden eines Teils

der gegebenen GDCA die Konzentration von 15 mM eventuell deutlich unterschritten

wird und hier anstelle der Bindung in der Mizelle eher die resorptionsfördernde Tensidei-

genschaft im Intestinaltrakt überwiegt.

Weiterhin sind zwei kleinere Plasmaspiegelmaxima bei 180 und 300 Minuten zu erken-

nen, die zum einen für einen zeitversetzten enterohepatischen Kreislauf, zum anderen für

im Rahmen dieses Kreislaufes mittransportierte Chininmoleküle stehen können, also eine

Rückresorption von Chinin stattgefunden hat.

In weiteren Teilschritten wurde anschließend dann der Einfluß der Gegenwart von Gal-

lensäure/Phospholipid/Fettsäure-Mischmizellen (als binäre und ternäre Systeme, s. Tab.

9) auf den Blutspiegelverlauf von Chinin betrachtet.

Dabei wurde die GDCA-Konzentration von 15 mM mit entweder 1 mg / ml Eilecithin

oder 1,8 mM Palmitinsäure zur Bildung binärer bzw. mit beiden zur Bildung ternärer

Mischmizellsysteme ergänzt und analog den vorangegangenen Versuchen intraduodenal

appliziert.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen sind in Abbildung 26 wiedergegeben.
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Plasmaspiegel von Chinin pur und mit Mischmizellen
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Abb. 26 Vergleich der Plasmaspiegel mit und ohne Zusatz von mischmizellaren Systemen

Bei der Untersuchung der Auswirkung im Duodenum vorhandener mischmizellarer Sy-

steme auf die Plasmaspiegelkinetik des Chinins nach einer einmaligen intraduodenalen

Gabe zeigte sich ebenfalls ein niedrigeres Konzentrations-Zeit-Profil im Vergleich zu

Chinin ohne weitere Zusätze in der wässrigen Applikationslösung.

Während die Anwesenheit von reinen GDCA-Mizellen das in Abbildung 25 wiedergege-

bene Verhalten bewirkte, kam es bei den Mischmizellen vor allem im ersten Drittel der

Zeitachse zu unterschiedlichen Plasmaspiegelverläufen.

Bei den binären Mischmizellen war die stärkste Reduktion der Blutspiegelkonzentration

zu beobachten und das Konzentrationsmaximum war ebenfalls um den Faktor 2-3 ver-

setzt. Dagegen zeigte das ternäre System (GS+LE+PA) eine der zusatzfreien Chiningabe

ähnliche Invasions- bzw. Eliminationskinetik, allerdings bei signifikant niedrigerer Plas-

makonzentration, die sich dann später dem Profil von Chinin ohne Mizellzusatz annä-

herte.

Mit fortschreitender Versuchsdauer wurden die Unterschiede im Kurvenverlauf bei allen

drei Mischmizellösungsvarianten immer geringer. Dies ist sicher auch durch die dann
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überwiegende Elimination bzw. Ausscheidung sowohl des Arzneistoffes als auch der

zugesetzten Mischmizellbildner bzw. durch die im lebenden Organismus ablaufenden

Metabolisierungsprozesse der eingesetzten Substanzen bedingt.

Bei den binären Mischmizellsystemen (GS + LE bzw. GS + PA) fällt auf, daß sich die

Konzentrations-Zeit-Profile in vielen Punkten zwar nicht signifikant unterscheiden, der

Lecithinzusatz insgesamt gesehen aber mit einen geringeren Plasmaspiegel als der Pal-

mitinsäurezusatz verbunden war. Als Erklärung hierfür könnte möglicherweise die ver-

einzelte Bildung von Ionenpaaren Chinin+Palmitinsäure stehen, die neben der Resorpti-

onsverzögerung durch Arzneistoffbindung in der Mizelle diesen Effekt dann etwas ver-

ringern.

Interessant ist in dieser Hinsicht der im ersten Abschnitt mit dominierender Invasionski-

netik deutliche Unterschied zwischen ternär (GS + LE + PA) und binär (GS + LE bzw.

GS + PA).

Eine Ursache für den höheren Chinin-Plasmaspiegel nach intraduodenaler Einmalgabe

zusammen mit einem mizellbildenden Gemisch aus Gallensäure / Lecithin / Palmitinsäu-

re könnte in diesem Falle ein stärker ausgeprägtes Lösungsvermögen bzw. eine höhere

thermodynamische Begünstigung für eine Assoziation des Arzneistoffes in der ternären

Mischmizelle darstellen, vorausgesetzt, daß im gleichen Umfang Mizellen wie bei den

binären mischmizellaren Systemen aus dem Darmlumen aufgenommen werden.

Des weiteren könnten auch die schon erwähnten gleichzeitig gebildeten Ionenpaare in

Frage kommen, auch könnte eine erleichterte Aufnahme ternärer Mischmizellen mit in-

korporiertem Arzneistoff neben einer größere Chininkonzentration in der Mizelle bei

annähernd gleichem Mizellresorptionsumfang in Frage kommen.

Der durch den enterohepatischen Kreislauf verursachte Plasmaspiegelanstieg, der bei

alleiniger Chiningabe bzw. reinen Gallensäuremizellen gut erkennbar war, konnte bei der

Kombination GDCA + Lecithin ebenfalls deutlich nachgewiesen werden, bei GDCA +

LE + PA war er nur als leichtes Plateau sichtbar und bei GDCA + PA wurde während der

Versuchsdauer ein unregelmäßiger Verlauf des Konzentrations-Zeit-Profils registriert.

Insgesamt gesehen verursachten auch die mischmizellaren Zusätze zur applizierten wäss-

rigen Chininlösung eine signifikante Abnahme der Bioverfügbarkeit von Chinin bei in-

traduodenaler Einmalgabe.

Eine zusammenfassende Übersicht zum Vergleich wichtiger pharmakokinetischer Para-

metern aller durchgeführten in vivo-Versuche gibt Tabelle 10.
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Tabelle 10 Pharmakokinetische Parameter von Chinin ohne und mit mizellaren Zusätzen nach

                 intraduodenaler Einmalgabe

Parameter Chin. pur GS GS+LE GS+PA GS+LE+PA

n 5 3 3 3 3

AUC0-360min[µg·ml-1⋅min] 56,92  + 1,7 36,33  + 1,1 14,44  + 0,8 23,15  +  0,9 30,87  + 0,8

MRT [min] 161     + 10,1 168     + 8,4 165     + 8,7 183     +  12,8 167     + 4,6

t1/2 [h] 4,5      + 0,5 5,8      + 0,7 4,8      + 0,1 10,3    + 0,7 6,2      + 0,6

cmax [ng/ml]

tmax [min]

Cltot [ml/min]

248,4  + 62

 30

55,1    + 4,4

154,4  + 40

120

64,5    + 3,6

100,9  + 25

 60

120     + 5,2

104,7  + 28

 60

51,0    + 6,8

146,7  + 36

 30

61,7    + 2,9

n = Anzahl der Tiere pro Versuchspräparat

p < 0,05 (t-Test nach STUDENT)

Durch den veränderten Verlauf der Plasmaspiegelkurve ergibt sich auch dementspre-

chend eine geänderte Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve AUC0-360min des unter-

suchten Zeitraums von 360 Minuten (auf die Kurvenextrapolation und die Berechnung

der AUC0-8 soll hier nicht weiter eingegangen werden, da sich im Verhältnis untereinan-

der der AUC der einzelnen Versuchsvarianten keine weiteren Erkenntnisse ergaben).

Hier wird die starke Resorptionshemmung des Wirkstoffes durch die Gegenwart von mi-

zellaren bzw. mischmizellaren Systemen der GDCA im Duodenum besonders deutlich,

man kann gut erkennen, daß auf diesen pharmakokinetischer Parameter ein sehr großer

Einfluß ausgeübt wurde. Zur besseren Übersicht dazu soll Tabelle 11 dienen, in welcher

das Verhältnis der Erniedrigung der AUC0-360min wiedergegeben wird:

Tabelle 11 Quotient der AUC0-360min-Erniedrigung durch Zusatz mizellarer Systeme bei intraduodenaler

                 Einmalapplikation im Kaninchenmodell

Präparat: Chin. pur GS GS+LE GS+PA GS+LE+PA

Quotient: 1 2,3 3,9 2,4 1,8

Während sich bei der mittleren Verweilzeit MRT zwischen den einzelnen Präparationen

(s. Tab. 10) kaum ein Unterschied zeigte, ist die starke Änderung der AUC (und damit

verbunden der geänderte verfügbare Plasmaspiegel des Arzneistoffes, also letztendlich
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der Bioverfügbarkeit im Organismus) doch bemerkenswert. Bei der Halbwertszeit, t1/2,

ergibt sich für die Versuchsvarianten binäres System GDCA + Palmitinsäure und ternäres

System GDCA + Lecithin + Palmitinsäure ein merklich höherer Wert im Vergleich zur

Donatorpräparation GDCA + Lecithin, bei der dafür wiederum die höchste Gesamtkör-

perclearance, Cltot, zu finden ist.

Als eine Erklärung für die längere Verweilzeit des Chinins in den beiden Systemen mit

Palmitinsäurezusatz könnte die neben der Assoziation des Wirkstoffes in den Mizellen

auftretende zusätzliche Bindung des Chinins durch die Palmitinsäure (die ohne Gallen-

säuremizellzusatz im Zuge der Ionenpaarbildung sogar die Resorption erhöhen kann

[281, 282] ) stehen. Denn für den Effekt einer Einlagerung der Chininmoleküle in den

Mizellen und ein vergleichsweise größeres Verbleiben dieser im Darmtrakt steht der in

allen Fällen des Plasmaspiegelmaximums, cmax, auftretende deutlich erkennbar geringere

Wert im Vergleich mit der Applikation der Chininlösung ohne Zusatz (Chin. pur).

Einen Gesamtüberblick über alle durchgeführten in vivo-Versuche gibt Abbildung 27:

Plasmaspiegel von Chinin mit und ohne Mizellzugabe
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Abb. 27 Einfluß von Zusätzen zur Bildung stabiler GDCA-Mizellen und Lecithin/Palmitinsäure/GDCA-

             Mischmizellen auf die Pharmakokinetik von Chinin im Kaninchen nach intraduodenaler

             Einmalgabe
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Als Ergebnis der Versuchsreihen mit intraduodenaler Einmalapplikation einer wässrigen

Chininlösung ohne und mit Zusätzen zur Bildung stabiler GDCA-Mizellen bzw. GDCA-

Mischmizellen ergibt sich insgesamt gesehen eine signifikante Beeinflussung, vor allem

eine starke Verringerung des Plasmaspiegels bzw. der AUC des Arzneistoffes.

Der in den vorangegangenen in vitro-Untersuchungen aufgetretene Effekt eines vermin-

derten Wirkstofftransportes von Chinin in Gegenwart von Gallensäuren wie Glycode-

soxycholsäure oberhalb der CMC, verstärkt durch Phospholipid wie Lecithin und Fett-

säure wie Palmitinsäure, wurde auch im Tierversuch wiedergefunden.

Die Affinität von Chinin zu Gallensäuremizellen bzw. Mischmizellen, welche in der

verwendeten Form auch unter den physiologischen Bedingungen im Organismus in Zu-

sammenhang mit der Fettverdauung auftreten können, konnte nach den vorangegangenen

in vitro-Modellversuchen auch in vivo als transportbeeinflussender Faktor nachgewiesen

werden. Im Falle der vorliegenden Ergebnisse führte diese Affinität allerdings zu einer

Verringerung des Plasmaspiegels des Arzneistoffes und damit zu einer Reduzierung der

Bioverfügbarkeit.
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5. Zusammenfassung und Schlußbetrachtungen

Für die abschließende Bewertung der Ergebnisse dieser Arbeit ergibt sich folgende Fra-

gekonstellation (auch in Bezug zur Aufgabenstellung s. Kap. 1, S. 2):

Ist es zum einen gelungen, einen relevanten Effekt für ein in vitro verändertes Transport-

verhalten eines ausgewählten Arzneistoffes zu finden und diesen Effekt dann in vivo zu

bestätigen, also eine veränderte Bioverfügbarkeit nachzuweisen; und ist es zum anderen

möglich, durch eine bestimmte Verfahrensweise bzw. Reihenfolge einzelner Modellsy-

steme unter validierten Bedingungen für die Detektion von pharmakokinetischen Wech-

selwirkungen zwischen Arzneistoffen und mit der Nahrungsaufnahme zusammenhängen-

den Komponenten schnelle und präzise Aussagen zu ermöglichen, d. h., ist das System

„praxistauglich“ ?

Für den zweiten Teil ist es natürlich auch von Interesse, für welche Arzneistoffeigen-

schaften (hydrophil-lipophil, sauer-basisch etc.) diese Verfahrensweise besonders geeig-

net ist. Zum ersten Fragepunkt, der Suche nach einem veränderten in vitro-

Transportverhalten bzw. einem Effekt zur Beeinflussung der Pharmakokinetik eines aus-

gewählten Wirkstoffes konnte ein eindeutiges Ergebnis erzielt werden. Eingesetzt wurde

bekanntlich der Modellarzneistoff Chinin, ein basische Substanz mit einer sehr guten

Bioverfügbarkeit und ausgewogener Hydrophilie / Lipophilie.

Als nahrungsbedingter Interaktionspartner diente zuerst ein löslicher Ballaststoff, Pektin,

mit verschiedenen strukturellen Parametern. Dabei ergab sich, abgesehen von einer im-

mer möglichen Verringerung der Transportrate durch eine Viskositätserhöhung der Do-

natorlösung bzw. des Darminhaltes durch zugesetztes Pektin (was nicht der Gegenstand

dieser Arbeit war), kein für weitergehende Untersuchungen ausreichend bedeutsamer

Anhaltspunkt für eine stark veränderte Chininpermeation. Daher wurde dieser Weg auch

nicht weiter verfolgt. Ein anderes Bild ergab sich bei dem Einsatz von Gallensäuren, in

der vorliegenden Arbeit speziell vor allem von Glycodesoxycholsäure oberhalb der CMC.

Hier zeigte sich nicht, wie anfangs auch postuliert werden konnte, eine Steigerung des

Transportes durch die (beispielsweise auch membranverändernden) Tensideigenschaften

der Gallensäuren im Verdauungsprozess, sondern es kam zu einem, besonders im Falle

der binären und ternären mischmizellaren Systeme, Überwiegen des ausgeprägten Effek-

tes einer deutlichen Arzneistofftransportverringerung durch die Anwesenheit der Gallen-

säuremizellen bzw. Gallensäuremischmizellen der GDCA. Dieser Umstand fand letzt-
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endlich seinen Ausdruck in einem gut erkennbar veränderten, signifikant niedrigeren,

Plasmaspiegel des Modellwirkstoffes im lebenden Organismus nach intraduodenaler

Einmalgabe. Somit kann der erste Teil der Aufgabenstellung, die Frage nach einem für

die Pharmakokinetik bzw. Bioverfügbarkeit relevanten Effekt durch einen nahrungsbe-

dingten Parameter folgendermaßen beantwortet werden:

Der Plasmaspiegel von Chinin kann durch die gleichzeitige Anwesenheit von Glycode-

soxycholsäure im Intestinaltrakt oberhalb der CMC (15 mM) signifikant verringert wer-

den. Diese Gallensäurekonzentration ist physiologisch durchaus nicht ungewöhnlich, so

konnte beispielsweise in einer Studie nach einer Testmahlzeit im menschlichen Duo-

denum eine durchschnittliche GS-Höchstkonzentration von 14,5 mM nachgewiesen wer-

den, wobei die GDCA-Konzentration hierbei allerdings großen individuellen Schwan-

kungen unterlag (2,3 - 17 mM) [294]. In diesem Zusammenhang ist natürlich auch die

mögliche Veränderung der Gallensäuren in ihrer im Verdauungstrakt vorkommenden

Konzentration bzw. ihrem Konzentrationsverhältnis untereinander bei verschiedenen

Krankheitsbildern zu erwähnen [295-298]. Eine Verstärkung der Transportreduktion des

Arzneistoffes aus dem Darminhalt durch GDCA-Mizellen ist in Gegenwart von Palmitin-

säure und / oder Lecithin, die aus der Fettverdauung resultieren, zur Bildung stabiler

mischmizellarer Systeme möglich.

Die Affinität von Chinin zu mizellaren Systemen der Gallensäuren, in der vorliegenden

Arbeit von Glycodesoxycholsäure, die mittels der mizellaren elektrokinetischen Affini-

tätschromatographie nachweisbar ist [144], zeigte sich als ein Einflußfaktor, der nach

dem Nachweis in verschiedenen in vitro-Transportmodellen auch unter physiologischen

Bedingungen in einem lebenden Organismus die Bioverfügbarkeit von Chinin entschei-

dend verändern kann. Der transportverringernde Effekt der duodenalen Anwesenheit der

GDCA-Mizellen bzw. Mischmizellen bei Chinin ist an dieser Stelle natürlich in die aus

der Literatur bisher bekannten resorptionsbeeinflussenden Effekte der Gallensäuren ein-

zuordnen. Denn für eine Anzahl von Arzneistoffen ist durch den Zusatz von Gallensäuren

eine Erhöhung der Bioverfügbarkeit nachgewiesen worden.

Erwähnt werden sollen an dieser Stelle Propranolol [249], Amphotericin-B [250],

Ciclosporin [299, 305], Streptomycin [123], Gentamicin [122], Fluorouracil [300] und

Bleomycin [301]. Für die erhöhte Aufnahme von Arzneistoffen durch die gleichzeitige

Anwesenheit von Gallensäuremizellen bzw. mischmizellaren Systemen, die den Wirk-
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stoff dann auch in den Mizellen involvieren, werden dabei mehrere Mechanismen zur

Erklärung herangezogen:

Die durch passive Diffusion in allen Darmsegmenten bzw. Na+-abhängigen Cotransport

(Carriermechanismus: Aufnahme eines Na+/GS-Anion-Konjugates von der apikalen Seite

des Enterozyten, Ausschleussung des GS-Anions von der basolateralen zur apikalen Seite

im Tausch gegen ein anderes Anion wie bspw. HCO3
-, Wiederherstellung des Na+-

Gradienten durch die basolaterale Na+ / K+-ATPase) wiederaufgenommenen Gallensäu-

ren transportieren den Arzneistoff als Gallensäure-Arzneistoff-Konjugat [302, 303]; eine

gesteigerte Resorption des Wirkstoffes ins lymphatische System (für α-Interferon bisher

nachgewiesen, allerdings war der absolute Wert der Aufnahme sehr gering) [305]; eine

Erhöhung des Arzneistofftransportes besonders im flüssigkeitsärmeren rektalen Bereich

des Intestinaltraktes (allgemein gilt hierbei ein Zunahme des Transportes in distaler

Richtung bei Mizellzusatz) durch bessere Verteilung im Zusammenhang mit der erhöhten

Löslichkeit des Arzneistoffes; eine Abnahme der Barrierefunktion der Schleimhaut;

transzelluläre Mechanismen wie auch eine Steigerung der Membranfluidität und ein er-

höhter parazellulärer Transport können bei hohen Gallensäurekonzentrationen und dem

Entstehen von mizellaren Strukturen im Intestinum auftreten [24, 122, 300, 306-314].

(Allerdings wird im Zusammenhang mit dem Zusatz hoher Konzentrationen von Gallen-

säuren zur Bildung mischmizellarer Systeme auch von Störungen der Zellstruktur der

Epithelzellen, Freisetzung von Mukosaproteinen und möglichen entzündlichen Reaktio-

nen im Rektalbereich berichtet.). Demgegenüber steht für andere Arzneistoffe wie Bropi-

rimin, Cefadroxil oder Ciprofloxacin eine Verminderung der Resorption durch Gallen-

säuremizellen bzw. Mischmizellen [299, 315, 316]. Als Ursache für die erniedrigte Bio-

verfügbarkeit wird u. a. eine verringerte thermodynamische Aktivität des Arzneistoffes

nach Aufnahme in den Mizellkomplex, der den Effekt einer erhöhten Lösungsgeschwin-

digkeit des schwer wasserlöslichen Wirkstoffes überwiegt (Bropirimin) oder eine stärkere

Verminderung des aktiven Transportmechanismus im Vergleich zur Erhöhung des passi-

ven Transportes (Cefadroxil) diskutiert [315, 316]. In der Mehrzahl der veröffentlichten

Studien wurde für die Verringerung der Arzneistoffresorption durch Mizellen / Mischmi-

zellen die erniedrigte thermodynamische Aktivität des Wirkstoffes durch Aufnahme in

die Mizellen, abhängig vom Verteilungskoeffizienten wässrige Phase / mizellare Phase

und vom jeweiligen Diffusionskoeffizienten durch die wässrige Schicht auf der Membran

(„unstirred water layer“), als Ursache diskutiert [131, 317-321].
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Weiterhin werden eine verminderte Viskosität der Schleimhaut [322], eine Interaktion

der Gallensäuren mit den „tight junctions“ über eine Bindung an Ca2+ und eine Änderung

der membranständigen Na+ / K+-ATPase zur Begründung aufgeführt [323-326].

Wie ist an dieser Stelle der transportverringernde Effekt (der sich einordnet bei Anreiche-

rung in den Mizellen und dadurch verringerte thermodynamische Aktivität in der wässri-

gen Phase) bei Chinin, welches mittels passiver Diffusion durch die lipidhaltige Mem-

bran („membrane lipid bilayer“) permeiert, durch den nahrungsverbundenen Faktor der

Gallensäurekonzentration im Intestinaltrakt zu sehen?

Bisher ist zu nahrungsbedingten Einflüssen auf die Pharmakokinetik von Chinin wenig

veröffentlicht worden. Eine Studie zur Auswirkung von Grapefruitsaft (hemmt das En-

zym CYP3A4 in der Leber, welches wiederum für die Metabolisierung von Chinin

hauptsächlich veranwortlich gemacht wird) zeigte keine signifikante Veränderung des

Chinin-Plasmaspiegels, sicher auch dem Umstand verbunden, daß Chinin eine sehr hohe

orale Bioverfügbarkeit bei geringer Clearance besitzt und somit eine verzögerte Metabo-

lisierung sich kaum rasch auf den Blutspiegel auswirkt [327].

Neben den schon erwähnten Untersuchungen mittels mizellarer elektrokinetischer Affi-

nitätschromatographie [144], die eine sehr hohe Affinität der Chininmoleküle zu mizella-

ren Systemen von Gallensäuren aufzeigten, finden sich in der Literatur Angaben zu

Wechselwirkungen von Chinin mit Phospholipiden (Gleichgewichts-

Fluoreszenzspektroskopie: Interaktionen sowohl mit zwitterionischen als auch negativ

geladenen Strukturen), während ein Einfluß von Sulfhydrylgruppen der Membranproteine

auf den Chinintransport nicht nachgewiesen werden konnte, weiterhin wird über eine

Erhöhung des Chinintransportes mit α-Methylpalmitinsäure bzw. durch gleichzeitige

Gabe von Hexylsalicylsäure über eine verlängerte mittlere Verweildauer bei i.v. oder

Resorptionsbeschleunigung bei rektaler Applikation durch Ionenpaarbildung berichtet

[281, 282, 328, 329].

Obwohl die Wasserlöslichkeit von Chininhydrochlorid (löslich in 25 Teilen Wasser) re-

lativ gut ist, wird sie durch die Zugabe der Gallensäure als Solubilisationsvermittler er-

heblich gesteigert. Daher läßt sich das Ergebnis dieser Arbeit erfolgreich in die bisherigen

Veröffentlichungen zur Reduzierung der Bioverfügbarkeit durch Mizellen auf Gallensäu-

rebasis einordnen: die hohe Affinität des lipophilen Arzneistoffes Chinin zu den mizella-

ren Systemen wiegt schwerer als ein verbesserter Solubilisationsprozess in der wässrigen

Pufferlösung.
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Allgemein gesehen ergibt sich aus den Resultaten der durchgeführten Versuche und ihrer

Interpretation sowie der derzeitigen Literaturlage folgendes Schema zur Prognostizierung

von Wechselwirkungen vor allem von Arzneistoffen, die über passive Diffusion resor-

biert werden, in wässriger Lösung mit Gallensäuremizellen bzw. Mischmizellen bei ei-

nem konstanten pH-Wert:

Abbildung 28: Relation zwischen Hydrophilie/Lipophilie eines Arzneistoffes und Bioverfügbarkeits-

                       änderungen durch mizellare Systeme

Die Solubilisation eines Arzneistoffes in wässriger Lösung besitzt mit zunehmender Li-

pophilie steigende Bedeutung, da bei diesen Stoffen dann der Lösungsvorgang der ge-

schwindigkeitsbestimmende Schritt des Resorptionsprozesses ist. Daher ist in solchen

Fällen die Involvierung des Wirkstoffes in mizellaren Systemen resorptionsfördernd. Und

natürlich besteht neben der Reduzierung der Bioverfügbarkeit durch Anreicherung in

Mizellen auch die Möglichkeit einer Erhöhung durch einen stärkeren Effekt anderer

Wechselwirkungen des Arzneistoffes mit den Mizellbildnern. Als ein Beispiel hierfür

soll die erhöhte Propranololabsorption durch Ionenpaarbildung mit Taurodeoxycholsäure

(der first-pass-Effekt zeigte sich dabei aber unverändert) stehen [249].
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Es ist deshalb notwendig, für die Abwägung der Relevanz einer Interaktion des einge-

setzten Wirkstoffes mit nahrungsbedingten Komponenten, besonders für Problemarznei-

stoffe mit geringer therapeutischer Breite durch wenige, aber aussagefähige experimen-

telle Schritte mögliche Veränderungen in der Pharmakokinetik durch Nahrungseinflüsse

berücksichtigen zu können.

Daher ist es von Interesse und stellte auch den letzten Teil der Zielstellung dar: Die Her-

angehensweise bzw. der Ablauf einer geeigneten Reihenfolge eines Einsatzes verschie-

dener Transportmodelle, um Interaktionen von Arzneistoffen mit Partnern, die durch nah-

rungsbedingte Faktoren hervorgerufen werden und die Pharmakokinetik des Arzneistof-

fes verändern, besser voraussagen zu können.

Als Eckpunkte für eine geeignete Schrittfolge sollen dabei zwei Prämissen gelten: erstens

geringstmöglicher Aufwand und zweitens gute Korrelation der in vitro erhaltenen Daten

mit abschließenden Untersuchungen in vivo.

Der erste Schritt wird dabei immer mit von der Überlegung geprägt: welcher gastrointe-

stinaler Resorptionsmechanismus (Diffusion, Konvektion, carriergestützter bzw. aktiver

Transport, Pinozytose [330] ) ist für den Wirkstofftransport aus dem Gastrointestinaltrakt

geschwindigkeitsbestimmend?

Im Falle der passiven Diffusion kommen zahlreiche Transportmodelle, die sich in zwei

Gruppen einteilen lassen in Frage (s. Tab. 12). Für die Detektion von Veränderungen von

aktiven Prozessen wie der carriervermittelten Resorption oder membranspezifischer Vor-

gänge wie der Konvektion kommen Membranmodelle zur Anwendung, wobei die aktiven

Transportvorgänge mit Hilfe von Membranen natürlichen Ursprunges nachvollzogen

werden. Eine Übersicht über gängige in vitro-Transportmodelle [15, 205] gibt Tabelle 12:

Tabelle 12 Häufig verwendete in vitro-Resorptionsmodelle

Verteilungsmodelle Membranmodelle

SCHULMAN-Zelle Resomat II-Modell nach DIBBERN

Drehkolben nach KOCH Sartorius-Modell nach STRICKER

Verteilungsmodell nach DIBBERN Membranmodell nach GOLDBERG und HIGUCHI

Durchflußdiffusionskammer nach LAPIDUS und LORDI

Membranmodelle nach FÜRST bzw. FÜRST / NEUBERT

MOLL-BENDER´SCHE-Drehscheibenzelle

everted sac-Methode
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Für den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modellarzneistoff gilt ein passiver Dif-

fusionsvorgang als Resorptionsmechanismus, daher war als erster Schritt ein einfaches

Membranmodell unter Verwendung einer künstlichen Membran günstig.

Eingesetzt wurde das Permeationsmodell nach FÜRST und NEUBERT, und wie sich

später herausstellte, erwies sich die dort gefundene Veränderung des passiven Diffusi-

onsprozesses als später in vivo nachweisbar.

Als nächster Schritt schloß sich der Einsatz einer Membran natürlicher Herkunft an. Dies

ist insofern sinnvoll, als daß neben dem Einfluß der nahrungsbedingten Faktoren, die eine

Verschiebung des im nüchternen Zustand geschwindigkeitsbestimmenden Schritts des

passiven Transportvorgangs bewirken können (an dieser Stelle sei nur an die erhöhte

Löslichkeit von Griseofulvin bei Anwesenheit von lipidreicher Nahrung erinnert [1,

331]), auch eine Änderung bis dahin nicht berücksichtigter aktiver Transportmechanis-

men stattfinden kann. Auch hier erwies sich das gewählte Modell, die everted sac-

Methode unter Nutzung eines isolierten Organs als brauchbar hinsichtlich des Resultates

in Bezug auf den Vergleich der Ergebnisse in vitro / in vivo. Der darauffolgende Schritt

der Verwendung einer Zellkulturlinie von Caco-2-Zellen erwies sich durch die hohe

Empfindlichkeit gegenüber Gallensäure in physiologischer Konzentration als nicht ge-

eignet zur Untersuchung von nahrungsbedingten Interaktionen. Im letzten Schritt wurden

im lebenden Organismus die durch die vorangegangenen in vitro-Versuche ausgewählten

relevanten Interaktionen überprüft.

Zusammenfassend empfiehlt sich folgende Herangehensweise für die Untersuchung nah-

rungsbedingter Veränderungen in der Pharmakokinetik eines Arzneistoffes mit passiver

Resorption:

1. Membranmodell mit künstlicher Membran

    (pH angenähert an Verhältnisse im Gastrointestinaltrakt)

2. Methode unter Verwendung isolierter Darmabschnitte

3. Überprüfung ausgewählter in vitro-Ergebnisse in vivo

Abschließend läßt sich feststellen: das Transportverhalten des ausgewählten Arzneistof-

fes Chinin wird in vitro durch die Anwesenheit von mizellaren bzw. mischmizellaren

Systemen der Glycodeoxycholsäure deutlich verändert, diese Ergebnisse konnten in vivo

bestätigt werden, eine geeignete Schrittfolge von Transportmodellen zur Detektion phar-
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makokinetischer Interaktionen von Arzneistoffen mit nahrungsbedingten Komponenten

wurde gefunden.

Wie das Ergebnis der Arbeit deutlich macht, kann durch Nahrungseinflüsse die Biover-

fügbarkeit und damit letztendlich auch die Wirksamkeit eines Arzneimittels entscheidend

verändert werden. Im Zuge einer optimalen Versorgung des Patienten und damit auch im

Rahmen des „pharmaceutical care“ ergibt sich daraus die Notwendigkeit, weitere Arbei-

ten auf diesem Gebiet voranzubringen, um dann entsprechende Einnahmeempfehlungen

geben zu können.
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6. Anhang

6. 1. Methoden

Herstellung der Pektinderivate

Herstellung von sehr hoch verestertem Pektin

Als Ausgangspektin wurde ein handelsübliches Apfelpektin (s. Chemikalienliste) ver-

wendet. Dieses wurde 24 Stunden bei 20 °C im Vakuum getrocknet und 2 Wochen lang

bei 4 °C mit einem Gemisch aus 800 ml absolutem Methanol und 80 ml konzentrierter

Schwefelsäure behandelt. Nach Tag 3 und Tag 7 wurde die flüssige Phase erneuert. Am

Ende der Veresterungszeit wurde das saure Medium über eine Fritte abgesaugt.

Danach wurde zunächst mit Methanol, dann bis zum negativen Nachweis von Sulfat-

Ionen mit 80 %igem Ethanol und schließlich mit 96 %igem Ethanol und zum Schluß mit

Aceton gewaschen. Das Produkt wurde anschließend an der Luft und dann im Vakuum

getrocknet.

Herstellung von Pektinen mit blockweiser Anordnung freier Carboxylgruppen

Zur Bildung von Pektinpräparaten mit einer blockweisen Anordnung freier Carboxyl-

gruppen wurde eine Entesterung mit Orangen-Pektinesterase durchgeführt. Für die

Durchführung wurden 25 g des sehr hoch veresterten Pektins (25 g bezogen auf den An-

hydrogalakturonsäuregehalt) in 1,75 l H2O, welches 0,15 M NaCl und 0,0025 M Na-

Oxalat zur Enzymaktivierung enthielt, gelöst und auf 30 °C temperiert.

Der pH-Wert, der bei ca. 3,3 lag, wurde mit 0,5 M NaOH auf pH 7,5 eingestellt. Dann

erfolgte eine Zugabe von 20 mg Orangen-Pektinesterase und eine pH-stat-Titration bis

zum Verbrauch der berechneten Laugenmenge. (Zur Entesterung von 25 g AG (= 0,1452

mol / l AG) ist ein Verbrauch von 29,03 ml 0,5 M NaOH erforderlich.). Der zeitliche

Verlauf der Entesterungsreaktion wurde verfolgt. Durch Zugabe von 12 ml halbkonzen-

trierter HCl unter Rühren wurde die enzymatische Reaktion abgebrochen (Einstellung des

pH-Wertes auf ca. 2,0), und die Pektinlösung wurde 15 Minuten bei 90-95 °C zur Enzy-

minaktivierung erhitzt. Anschließend wurde die Pektinlösung abgekühlt und in 50 %igem

Ethanol gefällt, die Abtrennung des Pektinkoagulates geschah durch Zentrifugieren bei

6000 U / min und 4 °C. Der Rückstand wurde fünfmal unter Rühren und Zentrifugieren
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mit 50 %igem Ethanol gewaschen, mit 80 %igem, 90 %igem Ethanol und Aceton behan-

delt und getrocknet.

Herstellung der Amidpektine

Zur Herstellung der Amidpektine wurden je 40 g des hochveresterten Ausgangspräpara-

tes (bezogen auf AG-Gehalt) mit 240 ml gekühltem Ethanol verrührt und dann mit 160

ml 25 %iger Ammoniaklösung versetzt. Diese Mischung wurde je nach gewünschtem

Amidierungsgrad stundenweise in einer verschlossenen Schliffstopfenflasche bei 4 °C

unter häufigem Umschütteln zur Reaktion gebracht. Zum Beenden der Amidierung wur-

de die flüssige Phase über eine Nutsche mit dickem Filtrationstuch abgesaugt und dann

zweimal mit 500 ml 60 %igem Ethanol gewaschen. Anschließend wurden die Präparate

in 500 ml 60 %igem Ethanol mit 5 % konz. HCl 10 Minuten gerührt, und dann nach Ab-

saugen der flüssigen Phase mit Ethanol bis zum negativen Nachweis von NH4Cl gewa-

schen und vor dem Trocknungsprozess mit 96 %igem Ethanol und Aceton behandelt.

Herstellung der Acetylpektine

Zur Gewinnung der Acetylpektine wurden 25 g Ausgangspräparat (hochverestertes Pek-

tin) zunächst in 400 ml Formamid gequollen und 1 Stunde bei 50 °C gerührt, dann wur-

den 200 ml Pyridin zugegeben, und nach einer weiteren Stunde Behandlung bei 50 °C

wurde auf 30 °C abgekühlt. Darauffolgend wurde unter Rühren langsam die vorgesehene

Menge an Acetanhydrid zugegeben, bei 20 °C 12 Stunden stehengelassen und dann in 3 l

Ethanol, der 150 ml konz. HCl enthielt, eingerührt. Nach Absaugen und mehrfachem

Waschen mit zuerst 90 %igem Ethanol mit 10 ml konz. HCl/l, später 96 %igem Ethanol,

wurde das erhaltene Produkt schließlich getrocknet (zuerst an der Luft, dann im Vaku-

um).

Herstellung der im Molekulargewicht differenzierten Pektinpräparate

Die Mechanolyse der Präparate A-10 und A-100 (A-0 keine Mechanolyse) erfolgte im

trockenen Zustand mit einer Schwingmühle („Vibratom“, Fa. Siebtechnik GmbH, Mühl-

heim/D) über 10 bzw. 100 Stunden. Bei der Mechanolyse wird der Veresterungsgrad

nicht verändert.

Viskositätsbestimmung

Um ausschliessen zu können, daß die Effekte auf den Arzneistofftransport nur auf Ände-

rungen der Viskosität der Ausgangslösung beruhten, wurden die Viskositäten der ver-

wendeten Donatorlösungen bestimmt. Die Viskositätsmessungen erfolgten mit einem

Rotationsviskosimeter (Fa. Physica, Stuttgart/D) mit einem Doppelspalt-Meßsystem Z 1
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DIN. Als Lösungsmedium für die Donatorpräparate diente Phosphatpuffer pH 7,2 nach

SÖRENSEN: Nach einer Temperierphase von 3 min wurde bei 37 °C innerhalb von 5

min das Schergefälle linear bis auf 1200 s-1 erhöht (90 Meßpunkte), die sich hierbei ein-

stellenden Schubspannungen als Hinkurve registriert (mPa), und anschließend durch die

Verminderung des Schergefälles die Rückkurve aufgenommen. Die Auswertung der

Meßpunkte erfolgte rechnergestützt. Alle Lösungen besaßen Newtonsches Fließverhalten.

Zur leichteren Übersicht erfolgt in Tabelle 13 nur die Angabe der am häufigsten verwen-

deten Donatorlösungen.

Tabelle 13 Viskositäten eingesetzter Donatorlösungen

Donatorlösung Viskosität η [mPa⋅s] Anpassung r²*

Chinin pur 1,1 mM 0,094 99,96

Bl-1 3,9 99,91

Bl-2 2,79 99,93

Bl-3 3,11 99,93

Bl-4 2,62 99,78

Ac-1 1,72 99,9

Ac-4 3,2 99,87

Am-2 2,25 99,82

Am-3 2,12 99,86

GDCA 5 mM 0,098 99,96

GDCA 15 mM 0,095 99,91

GDCA + PA 0,097 99,71

GDCA + LE 0,097 99,88

GDCA + PA + LE 1 99,91

* r² entspricht der prozentualen Anpassung der Meßdaten an ideales Newton´sches Verhalten bei der rechnergestützten Auswertung

Viskositätszahl

Die Viskositätszahl [η] steht bei der Charakterisierung von Pektinpräparaten empirisch in

Beziehung zum Molekulargewicht durch die MARK-HOUWINK-Beziehung [332]. Be-

stimmt wird diese Größe bei 25 °C im Ubbelohde-Viskosimeter. Als Lösungsmedium

dient dabei für hochveresterte Pektine (VG > 50 %) 0,155 M NaCl-Lösung bzw. für nie-

derveresterte Pektine 0,05 M NaCl- / 0,005 M Na-Oxalat -Lösung.
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Permeationsmodell nach FÜRST und NEUBERT

Herstellung der Dodecanol-Collodium-Membranen

Zur Produktion der künstlichen Membranen wurde eine Mischung aus 4 g Dodecanol

(Dodecylalkohol) in Ether / Ethanol (8,5:1,5 Vol.%) ad 100 g und 4 %iger Collodiumlö-

sung DAC 1986 im Masseverhältnis 1:1 hergestellt. Davon wurden anschließend 70 ml

auf die plangeschliffene Glasplatte eines Filmziehgerätes (institutseigene Herstellung)

gegeben, mit Hilfe einer Abziehvorrichtung (in definierter Spalthöhe von der Glasplatte

entfernt) homogen verteilt und zur Verdunstung der Lösungsmittelanteile ca. 12 Stunden

stehengelassen.

Im Anschluß daran wurde die Membranfläche mit dest. Wasser 20 Minuten bedeckt, von

der Glasplatte abgezogen, zwischen Filterpapier ca. 12 Stunden getrocknet, für die Per-

meationszelle geeignete kreisrunde Membranen mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten

(Durchmesser ca. 1,5 cm größer als eigentliche Permeationsfläche der Permeationszelle)

und bis zur Verwendung zwischen Filterpapier im Exsikkator bei Zimmertemperatur auf-

bewahrt.

Versuchsdurchführung und Berechnungen

Die Versuchsdurchführung erfolgte wie im Kapitel 3. 1. 2., S. 22ff., beschrieben. Auf die

Chininbestimmung mittels HPLC sowie die Statistik wird im Kapitel 6. 1. (Methoden)

noch gesondert eingegangen. Die Ermittlung der Parameter FChi und ckorr erfolgte wie im

Kapitel 3. 1. 2. auf Seite 26ff. erläutert.

everted sac-Technik

Versuchsaufbau

Die Präparation des Darmstückes und die Beschreibung der Versuchsapparatur findet

sich im Kapitel 3. 2. 1., S. 41ff., der Integritätstest des Darmgewebes mit der verwende-

ten Versuchsapparatur (institutseigene Herstellung) wurde mit Phenolrot durchgeführt.

Zur Oxygenierung diente Carbogengas (95 % O2, 5 % CO2) der Fa. Messer Griesheim

GmbH, Krefeld / D. Die Intensität des aus der Druckflasche kommenden Gases wurde

über einen zwischengeschalteten Druckminderer geregelt. Die Zuleitung erfolgte über

dünne Silikonschläuche.

Zur Fixierung der Darmenden diente Catgut (Traumafil Polyester Steril AB-DDR, Fa-

dendicke 00 der Fa. Catgut, Markneukirchen/D). Die Herstellung des KREBS-

HENSELEIT-Puffers (modifiziert nach POOLE [205] ) erfolgte nach folgender Vor-

schrift:
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KCl 5 mmol, KH2PO4 6 mmol, NaHCO3 25 mmol, NaCl 117 mmol gelöst in 1000 l H2O

(pH-Wert bei 37 °C: 7,4).

Tierdaten

Als Versuchstiere wurden männliche Ratten des Auszucht-Stammes Wistar (Fa. Charles

River, Sulzfeld/D) mit einem Körpergewicht von ca. 300 g verwendet. Die Tiere wurden

bis zur Organentnahme nach cervikaler Dislokation in einem ruhigen, klimatisierten

Raum (Temperatur 23 °C +1 °C) mit natürlicher Tag-Nacht-Helligkeit in Polycarbamat-

Käfigen Typ III (400 x 250 x 150 mm) mit Edelstahlgitter in Gruppen zu je 3 Ratten,

geschützt vor direkter Sonneneinstrahlung und Zugluft, gehalten. Als Futter diente Al-

tromin-Haltungs-Diät, als Trinkflüssigkeit Leitungswasser aus einer automatischen

Nippeltränke.

Versuchsdurchführung und Berechnungen

Die Durchführung der Versuche mit der everted sac-Methode erfolgten wie im Kapitel 3.

2. 1., S. 43ff. beschrieben, die Chininkonzentration wurde wie in jedem Versuchsab-

schnitt dieser Arbeit mit Hilfe der HPLC-Analytik bestimmt. Die Berechnung des Para-

meters tg1/2 ist im gleichen Kapitel auf Seite 44 zu finden.

Permeationsversuche mit Zellkultur

Kultivierung und Versuchsvorbereitung

Die Präparation des Modellsystems wird im Kapitel 3. 3. 1., S. 48ff., vorgestellt. Das

Diffusionskammersystem SnapwellTM (incl. Halteblock, Begasungssystem und Diffusi-

onskammerelektroden) wurde von der Fa. Costar, Bodenheim / D bezogen. Das zur Ver-

sorgung der Zellen eingesetzte Nährmedium Dulbeccos Mem seromed kam von der Fa.

Biochrom KG, Berlin / D und hatte folgende Zusammensetzung: 500 ml enthielten 3,7 g /

l NaHCO3, 4,5 g / l D-Glucose, 10 % inaktiviertes fetals Kälberserum L-627, 1 % L-

Glutamin, 1 % Na-Pyruvat. Die Begasung erfolgte mit Carbogengas analog den Versu-

chen mit der everted sac-Technik.

Versuchsdurchführung

Die Versuchsdurchführung wird im Kapitel 3. 3. 1., S. 49ff., beschrieben. Zur Chinin-

konzentrationsbestimmung wurde das entnommene Probevolumen mittels HPLC unter-

sucht. Zur Messung des TEER wurde das „Epithelial Voltohmmeter EVOM“ (Fa. World

Precision Instruments, Berlin / D) benutzt.

Pharmakokinetik-Versuche
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Versuchsdurchführung und Berechnungen

Das eingesetzte Kaninchenmodell des Hans-Knöll-Institutes für Naturstoff-Forschung

Jena ist in der Literatur [291, 292] erläutert und wird im Kapitel 4. 1., S. 54ff., vorge-

stellt. Die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter AUC0-360min, t1/2, Cltot, cmax,

tmax und MRT wurde mit Hilfe des PC-Programmes „TOPFIT 2.0 Pharmacokinetic and

Pharmacodynamic Data Analysis System for the PC“ durchgeführt [290]. Die Probenge-

winnung erfolgte nach den Empfehlungen der Tierärztlichen Vereinigung für den Tier-

schutz e. V. (1991) „Hinweise zur Blutentnahme bei kleinen Versuchstieren“. Alle Lö-

sungen wurden wie bei allen anderen Untersuchungen dieser Arbeit vor Versuchsbeginn

frisch zubereitet. Die Applikation erfolgte per Sonde intraduodenal mit einer Dosis von 5

ml / kg Körpermasse. Die Tiere erhielten ab 8 Stunden vor Versuchsbeginn nur noch

Trinkwasser. Der Beginn der Versuche war stets morgens 6.00 Uhr. Der Blutdruck wurde

permanent überwacht und bewegte sich bei allen Versuchen im Normalbereich für Ka-

ninchen von 120 / 110 bis 90 / 100 (syst / diastol.). Zur Aufrechterhaltung der Blutzirku-

lation und zur Vorbeugung von Blutgerinnseln wurde über eine Infusionspumpe heparini-

sierte NaCl-Lösung (ca. 36 ml / h), angepasst an den gemessenen arteriellen Druck,

intraarteriell appliziert. Die Entnahmesysteme (Kanülen, Schläuche) wurden mit der he-

parinisierten, isotonischen Kochsalzlösung gespült (500 I. E. Heparin / 100 ml). Nach der

Entnahme wurde das Vollblut direkt in Polypropylenröhrchen (Fa. Eppendorf, Ham-

burg/D) mit vorgelegtem gleichen Volumen an Natriumcitratlösung (16,65 g / 500ml

Aqua dest.) gegeben, und nach kräftigem Schütteln (ca. 30 s) sofort für 10 Minuten bei

3000 Umdrehungen / Minute zentrifugiert. Nach der Gewinnung des klaren Zentrifu-

gatüberstandes (ca. 1,3 ml) wurde die Probe bis zur Untersuchung mittels HPLC bei -20

°C eingefroren (auf die HPLC-Analytik von Chinin im Plasma wird an anderer Stelle

eingegangen).

Tierdaten

Zum Einsatz als Versuchstiere kamen weibliche Kaninchen des Auszucht-Stammes

„Weiße Neuseeländer“ des Lieferanten Charles River, Sulzfeld/D, mit einem Körperge-

wicht von ca. 3,5 kg. Bis zu Versuchsbeginn wurden die Tiere in einem belüfteten, voll-

klimatisierten Raum (Temperatur 20 °C +1 °C) mit einem konstanten Lichtrhythmus von

12:12 (12 Stunden Helligkeit, 12 Stunden Dunkelheit) gehalten. Untergebracht waren die

Tiere einzeln in Edelstahlkäfigen (0,5 x 0,5 x 1 m) und erhielten Kaninchen-
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Standardfutter Ssniff der Fa. Spezialdiäten GmbH, Soest / D sowie Trinkwasser aus

einer automatischen Nippeltränke.

Statistik

Bei der statistischen Auswertung wurden die erhaltenen Resultate als arithmetische Mit-

telwerte aus den Einzelwerten (n > 3) angegeben. Als Maß für die Streuung der Einzel-

werte um den jeweiligen Mittelwert diente der Standardfehler (in der Auswertung als ±-

Wert hinter dem Mittelwert aufgeführt).

Zur Prüfung auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Wertegruppen wurde der zwei-

seitige t-Test nach STUDENT für ungepaarte Stichproben durchgeführt. Voraussetzung

hierfür war der F-Test auf Varianzhomogenität [333, 334]. Bei Varianzinhomogenität

wurde der parameterfreie MANN-WHITNEY-Test durchgeführt [335]. Bei den Pharma-

kokinetik-Versuchen wurde zusätzlich die Prüfung auf Unterschiede in der Bioverfüg-

barkeit durch ein nichtparametrisches Vertrauensbereichsverfahren nach DILETTI und

STEINIJANS durchgeführt [336].

HPLC-Analytik

In der Literatur sind für die HPLC-Analytik von Chinin in wässrigen Flüssigkeiten bzw.

in Plasma zahlreiche Methoden beschrieben [337-343]. Die Untersuchungsflüssigkeiten

außer den Plasmaproben der Pharmakokinetik-Versuche wurden nicht weiter vorbehan-

delt, bei den Plasmaproben erfolgte als zusätzlicher Schritt noch eine Extrahierung des

Chinins aus der Plasmaflüssigkeit mit Acetonitril vor der Injektion. In Abbildung 29 ist

das Chromatogramm einer Eichlösung (3 Werte), aufgenommen aus einer Blutplasma-

probe, wiedergegeben.

Abb. 29 HPLC-Chromatogramm von Chinin aus einer Blutprobe
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Nachfolgend die wichtigsten Parameter der durchgeführten HPLC-Analytik:

HPLC-Analytik mit UV-Detektion (in vitro- Versuche)

Gerät:         Autosampler: Kontron Instruments, HPLC 360 (Fa. Kontron, Neufahrn / D)

                   Software: Kontron PC-Integrator, Version 3.90

                   Pumpe: HP Series 1050              Detektor: HP Series 1050

Trennbedingungen:

stationäre Phase: Säule Nucleosil 100 C18

mobile Phase: Acetonitril / KH2PO4 0,05 M (1:1 Vol %) incl. 0,2 % konz. H3PO4

Injektionsvolumen: 20 µl                    Flußrate: 1 ml / min                    Laufzeit: 5,1 min

Temperatur: Raumtemperatur            Retentionszeit: 1,3 min

Detektionswellenlänge: λ = 330 nm

Für jede Untersuchungsflüssigkeit wurde eine Eichkurve mit Chinin kalibriert. Die

Nachweisgrenze lag mit 6,5 µg / ml stets deutlich unterhalb der gemessenen Werte der

einzelnen Proben.

HPLC-Analytik mit Fluoreszenz-Detektion

Gerät:         Autosampler: AS-4000 (Fa. Merck-Hitachi, Darmstadt / D)

                   Software: D-6000 A Interface

                   Pumpe: L-6200 A                         Detektor: F-1080 Fluorescence-Detektor

Trennbedingungen:

stationäre Phase: Säule Lichrospher 100 RP 18 (5µm)

mobile Phase: Acetonitril / KH2PO4 0,05 M (1:1 Vol %) incl. 0,2 % konz. H3PO4

Injektionsvolumen: 20 µl                    Flußrate: 1 ml / min                    Laufzeit: 3 min

Temperatur: Raumtemperatur            Retentionszeit: 1,4 min

Detektionswellenlänge: Excitation: 350 nm          Emission: 450 nm

Nachweisgrenze: 5 ng / ml (ebenfalls deutlich unterhalb der gemessenen Werte der ein-

zelnen Proben)
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6. 2. Chemikalienliste

Apfelpektin (Grünband-Apfelpektin) - Obipektin, Bischofszell / CH

Orangen-Pektinesterase - Sigma Chemical, St. Louis / USA

Glycodeoxycholsäure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen / D

Glycocholsäure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen / D

Palmitinsäure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen / D

Linolsäure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen / D

Stearinsäure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen / D

DPPC (Dipalmitoylphosphatidylcholin) - Sigma, Deisenhofen / D

Lecithin (Eilecithin) - Sigma, Deisenhofen / D

Chininhydrochlorid - Caesar&Loretz, Hilden / D

Dodecylakohol - Merck, Darmstadt / D

Collodiumlösung DAC 1986 - Caesar&Loretz, Hilden / D

Dulbeccos Mem seromed - Biochrom, Berlin / D

Xylazin (Rompun) - Bayer, Leverkusen / D

Ketamin (Velonarcon) - Berlin-Chemie, Berlin / D

Isotonische Kochsalzlösung - Braun, Melsungen / D

Heparin (Na-Salz, 170 I. E./mg)) - Audor, Regensburg / D

Citronensäure (Na-Salz) - Caesar&Loretz, Hilden / D

Ethanol - Merck, Darmstadt / D

Acetonitril - Merck, Darmstadt / D

Alle weiteren verwendeten Substanzen entsprachen in ihrem Reinheitsgrad den jeweils

geforderten Ansprüchen und Bedingungen.
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