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Kurzreferat

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Studien dienen der besseren
Charakteriserung von pharmakokinetischen Interaktionen zwischen nahrungsbedingten
Komponenten und Arzneistoffen. Zu diesem Zweck wurde das verdnderte
Resorptionsverhaten des lipophilen Modellarzneistoffs Chinin in Gegenwart von
Pektinderivaten  in  verschiedenen  Varianten, von  Glycocholsdure- und
Glycodesoxycholsaduremizellen und von bindren und ternéren mischmizellaren Systemen der
Glycodesoxycholsaure mit Palmitinsdure und/oder Eilecithin untersucht. Dabel wurden
verschiedene in vitro-Transportmodelle (Permeationsmodell nach FURST und NEUBERT,
everted sac-Technik, Diffusionskammersystem Snapwell™) eingesetzt. Abschlieflend
erfolgten pharmakokinetische Untersuchungen an einem Kaninchenmodell (intraduodenale
Einmalapplikation). Die dabei beobachteten Effekte auf das veranderte Transportverhalten
des ausgewdahlten Wirkstoffes werden im Zusammenhang mit Auswirkungen auf die

Bioverflgbarkeit von Arzneistoffen durch nahrungsabhangige Faktoren diskutiert.

Deskriptoren
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1. Einleitung und Aufgabenstellung

Die orale Applikation ist die mit Abstand am haufigsten verwendete Methode der Verab-
reichung von Arzneistoffen. Die Bioverflgbarkeit der Arzneistoffe wird dabei von den
Verhadltnissen im Gastrointestinaltrakt entscheidend mitbestimmt, fur die wiederum die
Nahrungsaufnahme einen wesentlichen Faktor darstellt. Dabei spielen vor allem pharma-
kokinetische Wechselwirkungen mit den Nahrungsbestandteilen eine grofe Rolle [1].

Oft sind die Kenntnisse dber den EinfluR der Nahrungsmittel-Arzneimittel-
Wechselwirkungen auf die Pharmakokinetik von Arzneistoffen gering ausgepragt oder
beruhen auf empirischen Erkenntnissen. Bei vielen Wirkstoffen ist die Auswirkung
gleichzeitiger Nahrungszufuhr auf die Resorption noch nicht geklart oder wird nur an-
hand allgemeinguiltiger Faktoren beurteilt [2-6].

Aul¥erdem variiert ein Effekt haufig sehr stark von Patient zu Patient, so dal3 sich kon-
krete Einnahmeempfehlungen oft recht schwierig gestalten. Dennoch wurden in den
letzten Jahrzehnten die Untersuchungen auf diesem Gebiet intensiviert, und es erscheinen
neben Verdffentlichungen zu einzelnen, speziellen Interaktionen regelmaldig relativ um-
fangreiche aktualisierte Ubersichten [1, 3, 4, 7-25].

Interessant sind hierbei in erster Linie Wirkstoffe mit einer geringen therapeutischen
Breite, bei denen eine Anderung der Bioverfiigbarkeit 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 alem darin, dal3 die aufgenommene Nahrung sténdigen
Veranderungen hinsichtlich Zusammensetzung, Volumen und Tageszeitpunkt unterwor-
fen ist. Daher ist es auch nicht einfach, Hinweise wie “Zu den Mahlzeiten” oder “Nach
dem Essen” zu prézisieren, denn wie setzt sich “Die Mahlzeit” zusammen ? Es gibt zwar
in der Fachliteratur die Angabe sogenannter Standardmahlzeiten, die alerdings in den
verschiedenen Kulturen sehr unterschiedlich ausfallen und sicher auch nicht den indivi-
duellen Nahrungszubereitungen in ihrer Vielfalt gentigend entsprechen.

Daher wird in zunehmendem Mal3e der Einflufd 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 M odellsysteme und Methoden ihre An-
wendung [3, 4, 9, 26-42].



Fur eine hinreichende Charakterisierung einer Arzneistoff-Nahrungsmittel-Interaktion ist
es nach einer Reihe von in vitro-Untersuchungen erforderlich, das Ergebnis in vivo zu
bestétigen. Dies ist notwendig, da die komplexen Verhéltnisse wéhrend der Passage des
Gastrointestinaltraktes durch in vitro-Model | systeme immer nur in Teilaspekten beurteilt
werden konnen. Es ist daher wiinschenswert, eine moglichst vergleichbare und reprodu-
Zierbare Reihenfolge von Modellen und Methoden zu finden, die es ermdglicht, den Ein-
flu’ von Nahrungsbestandteilen auf die Resorption und somit auf die Bioverfiigbarkeit
von Arzneistoffen zu berticksichtigen.

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit setzte sich darauf aufbauend folgendermalien

zusammen:

- die Veranderung des in vitro-Transportverhaltens eines ausgewahlten Arzneistoffes
unter dem Einfluf3 eines bestimmten Nahrungsbestandteils bzw. verschiedener
Gallensauremizellen bzw. Mischmizellen zu untersuchen;

- ausgewahlte Ergebnisse der in vitro-Transportuntersuchungen hinsichtlich der Biover-
flgbarkeit in vivo zu bestétigen;

- elne geeignete Reihenfolge von Modellsystemen festzulegen, die es ermoglicht,
pharmakokinetische I nteraktionen von Arzneistoffen in Zusammenhang mit der
Nahrungsaufnahme besser voraussagen zu konnen.

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

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

ausgewogenes Verhdltnis an Lipophilie fir die Membranpermeation und Hydrophilie fir
die Lodichkeit in den wassrigen Kompartimenten.

Dazu wurden als Nahrungsbestandteil bestimmte Varianten des |6slichen Ballaststoffes

Pektin beziehungsweise im Vergleich hierzu Gallensdure-Mizellen sowie binére und ter-

nére Systeme von Gallensaure-Mischmizellen verwendet. Der erste Schritt war die

Durchfihrung von Transportuntersuchungen an einem Permeationsmodell mit kinstli-

cher Membran. Weiterhin erfolgten Versuche mit einem isoliertem DUnndarmsegment

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

gebnisse im Tierversuch in vivo zu bestétigen.



2. Theoretischer Teil

2. 1. Physiologische Grundlagen

Ein oral applizierter Arzneistoff durchléuft wahrend der biopharmazeutischen Phase
(Auflésung und Freisetzung, Absorption) in der Regel mehrere Abschnitte des Verdau-
ungstraktes unter Veranderung des umgebenden pH-Wertes, wobel Passagegeschwindig-
keit und pH-Wert auch nahrungsbedingt variieren [43-53].

Der Wirkstoff gelangt dabei tiber Mund und Rachenraum in den Osophagus und dann in
den Magen, von dort kann er weiter Uber den Pylorus in den Dinndarm gelangen. Im
Magen werden vor allem schwache Sduren und Neutralstoffe resorbiert, wahrend sich
Basen im sauren Magensaft anreichern. Die Absorptionsflache ist mit ca. 0,1 bis 0,2 m?2
relativ klein; die meisten Arzneistoffe sind noch wenig gelost. Die Geschwindigkeit der
Magenentleerung wird von der Art und Zusammensetzung des Mageninhaltes bestimmt.
Bel Flissigkeiten erfolgt siein Abwesenheit von Proteinen und Fetten nach einer Kinetik
1. Ordnung, ansonsten verlauft die Magenentleerung bevorzugt nach einer Kinetik O.
Ordnung [15]. Interessant ist vor allem die Geschwindigkeit, mit der nach der Magenpas-
sage der Arzneistoff in den DUnndarm gelangt, denn dieser stellt den Hauptresorptionsort
fur die Uberwiegende Anzahl der Wirkstoffe dar. Daher werden zur Verkirzung der Ver-
welldauer im Magen viele Arzneimittel zur niichternen Einnahme empfohlen.

Die vorliegende Arbeit widmet sich in diesem Zusammenhang dem Aspekt einer mogli-
chen Bindung des Arzneistoffes an Nahrungsbestandteile und damit einer langeren Ver-
weildauer im Nahrungsbrei.

Der Dinndarm ist mit seiner grof3en Oberflache (ca. 200 m?), der hier relativ langen Pas-
sagezeit sowie der Anwesenheit von Pankreassaft, Duodenalsekret und Gallefllissigkeit
der wichtigste Resorptionsort fur die meisten oral verabreichten Arzneistoffe. Die Gal-
lensduren, die einem entero-hepatischen Kreislauf unterliegen, spielen mit ihren Tensi-
deigenschaften elne entscheidende Rolle bei der Verdauung und Absorption von Lipiden.
lhre Auswirkung soll ebenfalls einen Teil der folgenden Arbeit zu Untersuchungen von
Einflissen der Nahrungsaufnahme auf die Bioverfigbarkeit des Arzneistoffes Chinin
bilden.

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

bzw. Enddarm den letzten Tell des Gastrointestinaltraktes und ist mit seiner starken phy-



siologischen Besiediung durch Mikroorganismen (10° bis 10 Keime / g Darminhalt ),
der Darmflora, auch an der Biotransformation von Arzneistoffen beteiligt [9, 15, 54].
Die physiologischen Verhdltnisse fur applizierte Arzneistoffe im Magen-Darm-Trakt
unterliegen standigen Veranderungen. Nachfolgend sind einige der bedeutendsten varia-
blen Parameter genannt:
- Adsorption/K omplexbildung mit Nahrungsbestandteilen,
- Alter/Geschlecht/Gesundheitszustand/Genotyp,
- Durchblutung/physische Aktivitat/K orpergrofe/K orperlage,
- Biotransformation/First-pass-Effekt/pH-Wert/V erweil zeit,
- Geschwindigkeit der Magenentleerung/Peristaltik,
- Gallensauresekretion/Harn-pH/Exkretion,
- Loslichkeit/L 6sungsgeschwindigkeit 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 Gesamtprozefd der Pharmakokinetik eines Wirkstoffes zu be-
urteilen, da oft gegensétzliche Einfliisse zur gleichen Zeit miteinander konkurrieren.
Die weit Uberwiegende Zahl der Nahrungsmittel-Arzneimittel-Interaktionen sind phar-
makokinetischen Ursprungs, d. h., sie veréndern die Blutspiegelkurve des Arzneistoffes
und damit dessen Bioverflgbarkeit. Pharmakodynamische Wechselwirkungen stellen
dagegen eher die Ausnahme dar. Die Anderung der Pharmakokinetik eines Arzneistoffes
durch Nahrungskomponenten wird in erster Linie durch resorptionsbee nflussende Fakto-
ren bestimmt. Zur Voraussage von Wechselwirkungen sind daher Wirkstofftransportun-

tersuchungen besonders geeignet.



2. 2. Pektin

2. 2. 1. Der Einflul® von Pektinderivaten alsloslicher Ballaststoff

Als Ballaststoffe bezeichnet man in ihrer Gesamtheit jene Bestandteile der Nahrung (z. B.
Pflanzenzellwénde), die nicht durch korpereigene Enzyme gespalten und die wéhrend der
Passage des Magens und des Diunndarms nicht resorbiert werden kénnen. Zu den am héu-
figsten in der Nahrung vorkommenden Ballaststoffen zahlen die Pektine.

Sie entfalten eine Reihe physiologischer Wirkungen. So férdern sie beispielsweise in
Verbindung mit Wasser durch ihre Quelleigenschaften die Peristaltik und damit den inte-
stinalen Transit. Diese Eigenschaft nutzt man as milde Laxantien zur Behandlung von
Obstipationen oder bei Ubergewichtigkeit zur Erreichung eines Séttigungsgefihls. Wei-
terhin sind sie in der Lage, Nahrungsfette und Gallensalze zu binden. Letzteres ist vor
allem bei der Senkung erhdhter Serumchol esterol- und Triglyceridspiegel bedeutsam [55-
75].

Durch ihre Féhigkeit zu Adsorption oder lonenaustausch sind sie flr eine verzogerte
oder verminderte Aufnahme von Vitaminen, Mineralien und nattrlich von Arzneistoffen
aus dem Darmlumen verantwortlich [1, 4, 6-9,15-18, 23-42, 76-89].

Dieser Bindungseffekt fuhrte auch zu Untersuchungen tber mdgliche Freisetzungseigen-
schaften, beispielsweise von Hydrogelen mit amidierten Pektinen als Matrix fur dick-
darmldsliche Arzneiformen [90, 91].

Besonders bei Arzneistoffen mit geringer therapeutischer Breite stellt eine derartige
mogliche Interaktion ein Therapierisiko dar. Dazu sei auch hingewiesen auf in vitro- bzw.
in vivo- Untersuchungen zu Ballaststoffeinfllissen auf Problemarzneistoffe wie zum Bei-
spiel Digoxin [77]. Auch ist das veranderte Verhalten von Arzneizubereitungen mit kon-
trollierter Wirkstoff-Freigabe in Zusammenhang mit ballaststoffreicher Nahrung (erhéhte
Viskositét, Bindungsaffinitéten) beachtenswert [42].

Pektine und ihre Derivate zéhlen neben Cellulose, Hemicellulosen, Ligninen, Wachsen,
unverdaulichen Schleimen etc. zu den weitestverbreiteten Ballaststoffen in Obst, Gemtise
und Getreideprodukten. Ihr hdufiges Vorkommen als I6dliche bzw. unldsliche Bestand-
teile der pflanzlichen Nahrung und ihr vielfédltiger Einsatz in der modernen Lebensmitte-
lindustrie wie auch als Arzneimittel hilfsstoff machen sie flr Untersuchungen hinsichtlich

I nteraktionen mit Arzneistoffen interessant [92-107].



In der vorliegenden Arbeit wurden dazu verschiedene Pektine und Pektinderivate mit

variierten strukturellen Parametern eingesetzt.

2. 2. 2. Charakterisierung der ausgewahlten Pektinderivate

Als Pektin, Pektinsubstanzen bzw. Pektinstoffe bezeichnet man Polysaccharide, deren
wesentlicher Baustein D-Galaktopyranuronsaureeinheiten sind, die linear a(1® 4) zu
langen Ketten verknlpft sind. Diese Homogal akturonane werden aus den Pref3rtickstan-
den nach der Apfel- und Zitrussaftgewinnung im industriellen Mal3stab extrahiert und
sind handelstiblich.

R; = OH oder OCH; Pektin
R, =H oder COCH, Acetylpektin
R, =OH oder NH, Amidpektin

Abb. 1 Strukturformel von Pektin

Die mittleren Molekiilmassen bewegen sich zwischen 50000 und 150000. In den Mole-
kilketten sind vereinzelt neutrale Zucker wie a(1® 2)-glykosidisch gebundene L-
Rhamnose, dazu kénnen in Seitenketten an die Rhamnoseeinheiten Galaktane, Arabina-
ne, Galaktoxylane oder Xylofucane gebunden sein. Bel den Pektinsauren sind die Galak-
topyranuronsaureeinheiten unverestert, mit Ca- und Mg-lonen kann daraus ein unl6sli-
cher hochmolekularer Komplex, das sogenannte Protopektin, gebildet werden.

Im pflanzlichen Gewebe ist das Pektin weitgehend in seiner unldslichen Form vorhanden.
Durch Kochen unter Druck im schwach sauren Milieu oder enzymatischen Abbau (bei-
spielsweise bei der Fruchtreifung) kann daraus wasserlsliches Pektin erhalten werden.
Dietellweise Veresterung der Carboxylgruppen mit Methanol hemmt die Ausbildung von

Wasserstoffbriicken und damit die Parallellagerung der Polymerketten. Dasist dann der



Grund der guten Wasserl6dlichkeit von Pektin. Bei schwach saurem pH-Wert kdnnen in
Gegenwart hoher Zuckerkonzentrationen (Konzentration > 50 %) stabile Gele entstehen
[108-110].

Nach der Herkunft unterscheidet man beispielsweise Citrus- oder Apfelpektin.

Bel Veresterung der Hydroxylgruppen an den C-Atomen 2 und 3 der Galakturonsdure-
einheiten mit Essigsaure entstehen Acetylpektine. Werden Estermethoxylgruppen durch
Saureamidgruppen ersetzt, spricht man von Amidpektinen. Bel Einwirkung von pflanzli-
chen Pektinesterasen auf Pektin werden Derivate mit grof3en, sogenannten “blockweisen”
Anordnungen freier Carboxylgruppen erhalten (Serie Bl).

Einen Uberblick tiber die Kenndaten der einzelnen Pektinpréparate gibt Tabelle 1.

Tabelle 1 Zusammensetzung der Pektinpréparate

Préaparat Anhydroga- Veresterungs- Viskositats- Acetylie- Amidie-
|lakturonsaure grad zahl rungsgrad rungsgrad
(AG) [%]  (VG) [%]  (h)[mIgAG]  [%] [%]

BI-1 72,8 92,6 343

Bl-2 72,7 71,6 284

BI-3 715 54,2 279

Bl-4 73,9 345 249

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

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

Ac-3 66,5 47,9 435 420

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



Die Viskositétszahl [h] steht empirisch in Beziehung mit dem Molekulargewicht (zur
Bestimmung und Erlauterung s. Kap. 6 1. Methoden). Pharmazeutische Verwendung
finden Pektinpraparate als Hamostyptica oder bei Diarrhoe, weiterhin als Hilfsstoff bei
Arzneizubereitungen, so beispielsweise als Tablettensprengmittel aufgrund des starken
Quellvermbgens oder Schleimstoff zur Viskositdtserhohung bei der Stabilisierung von
Suspensionen. Eine aul3erordentlich breite Anwendung, vor alem aufgrund ihrer Ge-
liereigenschaften, finden Pektinderivate in vielen Bereichen der Lebensmittelindustrie.
Die bei den folgenden Versuchsreihen verwendeten PektinlGsungen wurden auf einen
AG-Gehalt von jeweils 0,5 % (Masse-Vol.-%) eingestellt (MRAG 176,1 g / mol). Fir die
Arbeit wurden am Deutschen Ingtitut fir Erndhrungsforschung in Potsdam-Rehbriicke
aus einem handelstiblichen, gereinigten Citruspektin eine Pektinserie mit blockweiser
Anordnung der freien Carboxylgruppen (Bl), eine Amidpektinserie (Am) sowie eine
Acetylpektinserie (Ac) hergestellt.

Weiterhin wurde ein mittelverestertes Apfelpektinpraparat eingesetzt, welches durch stu-
fenweise Mechanolyse (Schwingmtuhle, 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 Pektinpréparate s. Kap. 6. 1. Methoden).



2. 3. Gallensauren

2. 3. 1. Der Einfluf® von Gallensauren

Eine wichtige Gruppe von Steroiden im Organismus sind die aus dem Cholesterol gebil-
deten Gallensduren. Sie kommen als essentielle Bestandtelle der GallenflUssigkeit, abge-
leitet vom 53-Cholestan, im Sdugetierorganismus als Derivate der Cholanséure vor. lhre
Salze werden als Cholate bezeichnet. Die Gallensauren treten in der GallenflUssigkeit fast
ausschliefdich als wasserl 6sliche Natriumsal ze ihrer amidartig an der Carboxylgruppe mit
Glycin (Glycocholsduren) oder Taurin (Taurocholsduren) verkniipften Konjugate auf [5,
6, 15, 108-111].

Die beim Menschen vorkommenden wichtigsten Gallensduren sind die Cholsaure und die
Chenodesoxycholséure (in den Leberzellen aus Cholesterol synthetisiert; auch als primére
Gallensauren bezeichnet), sowie die Desoxycholsdure und die Lithocholsaure (nach Ab-
spaltung der Hydroxylgruppe am C-Atom 7 der priméren Gallensduren durch bakterielle

7a-Dehydroxylasen; auch als sekundére Gallensduren bezeichnet).
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Abb. 2 Strukturformeln der wichtigsten beim Menschen vorkommenden Gallensduren



Die physiologische Bedeutung der Gallensduren, begriindet in ihren Tensideigenschaften,
|al3t sich folgendermal3en zusammenfassen:

Erleichterung der Dispersion und Resorption von Lipiden und fettlgslichen Vitaminen
aus dem Darmlumen, pH-Verschiebung im Dunndarm, Induktion des Gallenflusses,
Rickkopplungshemmung der Gallensauresynthese und damit verbunden auch Modulati-
on der Cholesterolproduktion in der Leber, Transport von Produkten aus dem Leber-
stoffwechsel in den Intestinaltrakt sowie Uber die Gallensaureausscheidung auch Elimi-
nation von Cholesterol [55-75].

Die Gallensduren 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 Gallensauren-Konjugate stark grenzflachenaktiv.
Sie spielen eine herausragende Rolle bei der Fettverdauung aufgrund der Emulgierung
der Lipide, womit deren Abbau durch Lipasen erleichtert wird.

In Lésung besitzen sie die Eigenschaft, Mizellen zu bilden, worauf im Kapitel 2. 3. 2.
noch ausfuhrlicher eingegangen wird. Die Desoxycholsaure ist in der Lage, mit Fettsau-
ren und anderen hydrophoben Verbindungen in einem bestimmten Molverhdtnis was-
serlésiche EinschluRverbindungen, die man als Choleinsduren bezeichnet, zu bilden.
Durch Rontgenstrukturanalyse ist bekannt, dal3 dabel zwei Desoxycholsaure-Molekile
einen 0,28 nm langen Kanal bilden. Auf diese Weise kann beispielsweise ein Molekll
Stearinsaure (mit einer Lange von ca. 2,4 nm) mit acht Molekilen Desoxycholséure eine
derartige Einschluf3verbindung bilden [108, 109, 111].

Die pharmazeutische Bedeutung von Gallensduren ist vielfaltig. Entweder erfolgt die
Gabe in Form eines Gallensdurepraparates, oder in der Arzneiform sind Gallensduren als
Emulgator zugegeben. Exogen zugefihrte Gallensduren spielen vor allem bei der Gallen-
steintherapie (Ursofalko), bei Erkrankungen mit cholestatischer Komponente (L eberer-
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 Gallensduren gesteigert. Die
GS verbessern al's physiologische Detergenzien auch die Benetzbarkeit von Arzneistoffen
erheblich. Durch diese Losungsvermittlung werden zum einen auch schlecht wasserl6gli-
che Verbindungen in Lésung gebracht, zum anderen erhoht sich durch die Losung im
Nahrungsfett wesentlich die Auflésungsgeschwindigkeit und damit die Resorption lipo-

philer beziehungsweise schwerl6slicher Wirkstoffe.
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Diese Effekte wurden fur 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. Bel fehlender oder gestorter Gallensdurese-
kretion kann deshalb auch eine zusétzliche Gabe von Gallensdurepraparaten erforderlich
sein[1, 15, 131, 132].

Allerdings handelt es sich bei den erwadhnten Studien meist um in vivo-Untersuchungen,
und der Einfluld der Gallensauren ist nur ein Bestandteill von wesentlich komplexeren
Vorgangen. Bel Tierversuchen muf3 auf3erdem immer der Unterschied zum menschlichen
Organismus beachtet werden. So besitzen beispielsweise Ratten keine Gallenblase und
weisen ein deutlich unterschiedliches Spektrum an Gallensauren auf [15].

Im Zusammenhang mit den Resorptionsprozessen wird auch ein lonenpaartransport tber
Gallensdure-Anionen diskutiert [134, 135]. Bei der bilidren Exkretion spielen Gallensau-
ren als einer der drei Hauptbestandteile (neben Cholesterol und Lecithin) der Gallenflis-
sigkeit, kurz Galle genannt, ebenfalls eine wichtige Rolle [5, 15].

Zur direkten therapeutischen Verwendung kommen vor alem aus Ochsengalle gewonne-
ne Gallensduren, die einen hohen Anteil an Cholsdure und Desoxycholsdure aufweisen,
as Choleretika bei gestortem Gallenfluf3 (Chol ecysmono) oder als Cholédlitholytika zur
Aufldsung kleiner, nicht verkalkter Gallensteine. Weiterhin verwendet man Gallenséuren
als Ausgangsprodukte fur die Partialsynthese von Steroidhormonen, as Gallensiure-
Arzneistoff-Konjugat oder als Detergentien fur eine verbesserte Solubilisation und er-
leichterte Membrangangigkeit schwer resorbierbarer Wirkstoffe [5, 6, 110, 136-142].

2. 3. 2. Charakterisierung der ausgewahlten Gallensauren

Gallensduren konnen als amphiphile Molekile instabile molekulardisperse Losungen
bilden. Ihre Anreicherung an Grenzflachen bzw. in der Oberfl&che von Fllssigkeiten, die
zur Erniedrigung der Grenzflachen- bzw. Oberflachenspannung fuhrt, resultiert ebenso in
einem Energiegewinn wie ihre Assoziierung im Inneren der Losung. Letztere erfolgt ab
einer bestimmten vorliegenden Konzentration, der kritischen Mizellbildungskonzentrati-
on CMC, die bel den Gallensduren zu kugeldhnlichen Mizellen fuhrt [143-146]. Diese
kugelformigen primaren Gallensduremizellen, die oberhalb der CMC gebildet werden,
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erreichen beispielsweise bei mittleren Aggregationszahlen von m = 10-12 eine maximale
GroRe von 10-16 A, siesind also relativ klein [147].

Eine Besonderheit der Gallensduren gegeniiber anderen Tensiden bei der Mizellbildung
ist die deutlich geringere Aggregationszahl bei einer hohen CMC.

Weiterhin bestehen die Molekile der Gallensduren 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 Gallensduren wird
von einer ionischen Gruppe (der Carboxylgruppe, die in wassriger Ldsung dissoziieren
kann) und ein bis drei Hydroxylgruppen (zwei: GDCA, drei: GCA) gebildet.
Gallensduremizellen tragen daher eine negative Oberflachenladung; zwischen ihnen wir-
ken abstofRende Coulomb-Kréfte. Das Steroidgrundgerist bildet dabei den hydrophoben
Teil [148, 149).

Die Aggregationszahlen der Mizellen, die von den L 6sungsbedingungen abhdngen, sind
bei Trihydroxygallensduren kleiner (2 - 8) als bei Dihydroxygallensduren (4 - 60). Bel
sinkendem pH oder abnehmender Temperatur bzw. steigender lonenstérke der Ldsung
erhoht sich die Aggregationszahl [148].

Dies bedeutet, dal3 in wassriger Losung die CMC, die bei Gallensduren zwischen 0,6 mM
und 10,0 mM variieren kann, von diesen Faktoren beeinfluf®t ist. Durch Mizellbildung
mittels der negativ geladenen Gallensiureanionen wird auf3erdem zusétzlich Gallenséure
gelost [144, 145].

Durch eine Erniedrigung des pH-Wertes bzw. der Temperatur oder durch eine Erhthung
der lonenstarke bzw. der Konzentration verandern sich Form und Grof3e der Mizellen; es
konnen sich die sogenannten sekundaren Mizellen bilden. Diese flexiblen Gebilde sind
meist stébchenférmig oder helixartig. Ein weiteres Anwachsen der Mizellradien, welches
vor allem oberhalb eines bestimmten Schwellenwertes der lonenstérke der Losung in
Abhangigkeit von der Gallensdurekonzentration auftritt, bezeichnet man auch als Poly-
merisierung zwischen der hydrophilen Oberflache primérer Mizellen durch Bildung se-
kundarer Mizellen.

In jungster Zeit wurden Untersuchungen tber die Mizellstruktur der Gallensduren mittels
Neutronenkleinwinkelstreuung und Lichtstreuung bzw. mizellarer elektrokinetischer Af-

finitdtschromatographie durchgefuhrt [144, 148].
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Die dabel nachgewiesene Aufnahme von Arzneistoffmolekilen in Gallensduremizellen
bildete den Ansatz fur die Verwendung der Gallensauren in der vorliegenden Arbeit. Zur
Mizellbildung wurden zwei Glyco-Konjugate von Gallensduren herangezogen: Gly-
cocholsaure, GCA, und Glycodesoxycholsaure, GDCA (Abb. 3).

0
Il
C
OH SNaH. N coona
CH,
CH,
OH OH )
(1) Glycocholsaure (GCA) Mg, 487,6 g/mol
C26H42N06Na
0
]
C
OH ST coona
CH,
CH,

OH 2
(2) Glycodesoxycholséure (GDCA) 1 471 5 g/mol

C26H42NO5Na

Abb. 3 Strukturformeln von Glycocholséure (1) und Glycodesoxycholsdure (2) als Na-Salz

Vom Emulgatortyp her sind die Gallensauren, die in den folgenden Versuchen als Na-
Salz eingesetzt wurden, als O/W-Emulgator anzusehen. Die Mizellen der Cholséure-
Derivate sind in einem hoheren Mal3 hydratisiert as die der Desoxycholsaure-Derivate
[144, 147-159].

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

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

Kenngréie Na-Cholat ~ Na-Desoxycholat
CMC [mM] 3-15 1-5
Aggregationszahl 3,8 8,9
Mizellgewicht [g xmol] 1400 3000

Fur 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), fur GDCA von 1,3 mM (pKs 4,77).

2. 3. 3. Charakterisierung der ausgewahlten Mischmizellen

2.3.3. 1. Allgemeines

Gallensduremizellen sind durch die Aufnahme fremder Tensidmolekile wie Fettsduren
oder Phospholipide in der Lage, Mischmizellen zu bilden. Diese gemischten mizellaren
Systeme konnen stark wasserunlgsliche lipophile Arzneistoffe sehr gut aufnehmen, die
dadurch kolloidal 16slich werden. Dieser Lésungsvorgang, Solubilisation genannt, hat in
der Galenik Anwendung gefunden. Bei der Aufnahme von Fremdmolekilen verlauft der
Einbau von wasserunldslichen, lipophilen Stoffen besonders gut. Erwdhnenswert ist in
diesem Zusammenhang, dai3 die Involvierung von lipophilen Fremdsubstanzen, beson-
ders von neutralen Molekllen bei ionogenen Tensiden, haufig den mizellaren Assoziati-
onszustand signifikant stabilisiert [143, 144, 151, 163].

Mischmizellen der Gallensduren spielen bel zahlreichen Prozessen im menschlichen
Verdauungstrakt, vor allem bei der Fettverdauung (hier bspw. Mischmizellen Gallensau-
re-Lecithin), eine entscheidende Rolle [154, 164]. Zu ihrer Charakterisierung sind in der
Literatur einschliellich in Ubersichten zahlreiche Techniken beschrieben [144, 147, 151,
154, 160, 164-174].

Fur die vorliegende Arbeit war es in dieser Hinsicht von Interesse, dal3 Mischmizellen
aus Gallensauren und Phospholipiden ein besseres Solubilisierungsvermégen fur hydro-
phobe Lipide besitzen als reine Gallensduremizellen [169]. Vor allem bindre Systeme aus
Gallensauren und Phospholipiden wurden bisher auf ihre Eignung als Arzneistofftrager
untersucht [166]. Weiterhin waren die Mitteilungen von SCHWARZ et al. [144, 152,
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171] Uber Wechselwirkungen von Arzneistoffen mit Gallenséure-Mizellen und Mischmi-
zellen mittels mizellarer elektrokinetischer Affinitatschromatografie von Bedeutung. Dort
wurden Affinitéten zwischen mischmizellaren Systemen von Gallensauren und lipophilen
Arzneistoffen mit bestimmten strukturellen V oraussetzungen beschrieben

Bel den Versuchen in der vorliegenden Arbeit wurden Mischmizellen als binéres System
(GS + Fettsaure, FS, bzw. GS + Phospholipid) und als ternéres System (GS + FS + Phos-
pholipid) eingesetzt.

2. 3. 3. 2. Fettsauren

Als Fettsdurezusatz fir die Bildung von Mischmizellen wurden Palmitinsiure (Pam) und
Stearinsaure (Ste) al's geséttigte und Linolsdure (Lin) as ungeséttigte Fettsaure (FS) ver-
wendet. Fettsauren sind ein wichtiger Bestandteil nattirlicher und synthetischer Fette.
Palmitin- und Stearinsaure sind in allen tierischen Fetten sowie in Phospholipiden ent-
halten, Linolsdure kommt als essentielle, polyungeséitigte Fettsure beispielsweise in
Lein- und Sojadl und in Eilecithin vor. Alle drel Fettsduren sind praktisch unléslich in
Wasser. Die Alkalisalze besitzen emulgierende Eigenschaften, daher rihrt auch ihre Eig-
nung as Seifen fuir Waschmittel. Handelstiblich ist ein as “Stearin” bezeichnetes Ge-
misch aus Pamitinsaure und Stearinsdure. Pharmazeutische Verwendung findet vor al-
lem das Magnesiumsalz der Stearinsure als Formentrenn- und Schmiermittel bel der
Kapselherstellung und der Tablettierung; weiterhin nutzt man die Stearinsdure zur Ein-
hillung bitterer Arzneistoffe, in Salben, in Pflastern zur Verfestigung und in sogenannten
“Vanishing creams’ (Mattcremes, Stearatcremes), welche ein sehr hohes Wasseraufnah-
mevermogen besitzen [108-111, 159].

Bel Verdauungs- und Resorptionsprozessen im menschlichen Organismus spielen Gal-
lensaure-Fettsaure-Verbindungen (Mizellen, Vesikel) eine wichtige Rolle. Uber den Cha-
rakter der Mischmizellen, das Nebeneinander von gemischten sowie reinen GS- bzw. FS-
Mizellen jewells nach der Art und Konzentration eines der Partner und die Wechselwir-
kungen von Gallensduren und Fettsauren gibt es sehr unterschiedliche Vorstellungen.
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit bel den Fettsduren 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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\/\/\/\/\/\/\/COOH Palmitinsaur e (n-Hexadecanséur e, Pam)
HsC
\/\/\/\/\/\/\/\/COOH Stearinsaur e (n-Octadecansdur e, Ste)
H,C
/\/\/W/\/\/COOH Linolséure (all-cis-9,12-Octadecadiensdure, Lin)
H,C

Abb. 4 Strukturformeln von Palmitinsaure, Stearinsaure und Linolsaure

Fir die Verwendung in den nachfolgenden Versuchen standen die Na-Salze der Palmitin-
saure (Mg 278,4 g / mol; Ci6H310,Na), der Stearinsaure (Mg 306,5 g / mol; CigH350,Na)
und der Linolsdure (Mg 302,4 g/ mol; C1gH310,Na) zur Verflgung.

2. 3. 3. 3. Phosphalipide

Phospholipide, auch als Phosphatide bezeichnet, bestehen aus Phosphorsaure, Fettsiuren,
einem Alkohol und einer stickstoffhaltigen Komponente. Ist diese Komponente Cholin,
dann spricht man von Lecithinen. Sie sind als Grundbausteine der Lipidfraktion von
Biomembranen aul3erordentlich weit verbreitet. Besonders phospholipidreich sind Ge-
hirn, Herzmuskel und Lunge, aber auch Eidotter und Sojabohnen. Die beiden letztge-
nannten dienen auch haufig al's Ausgangspunkt fir die Isolierung. Durch den amphoteren
Charakter (Vorliegen in einem breiten pH-Bereich als Zwitterionen) werden, auch in Ab-
hangigkeit von Cotensiden, sowohl O/W- als auch W/O-Emulsionen ermdglicht. So er-
halt man beispielsweise bei einem hohen Antell der Wasserphase eine O/W-Emulsion,
und durch eine Anderung der Phasenverhéltnisse ist eine Emulsionsumkehr moglich.
Phospholipide besitzen ein breites Anwendungsspektrum als Emulgator in der Pharma-
zie, der Kosmetik und der Lebensmittelindustrie. Es existieren auch Zubereitungen von
Phospholipiden zusammen mit Gallensduren, wie beispielsweise bei der Verabreichung
von Retinoiden oder von Gemfibrozil. Der Vorteil von Lecithinen as Emulgator ist die
universelle Einsetzbarkeit auch fir innerlich anzuwendende Emulsionen bis hin zu Injek-
tionszubereitungen. Nachteilig ist aber die begrenzte Stabilitét, da Lecithin in wassrigem
Medium hydrolisiert wird. Der Einsatz von Phosphatidylcholin bel der Therapie der Alz-
heimerschen Krankhheit, nach einem Schlaganfall oder Indikationen wie “atersbedingte
Gedéchtnis- oder Konzentrationsschwéche” erwies sich bisher as nicht erfolgreich.
Trotzdem befinden sich zahlreiche Préparate mit hohem Lecithingehalt, auch als Nah-
rungserganzungsmittel deklariert, im Handel [159, 183-185].
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Dipamitoylphosphatidylcholin, DPPC, stellt den Gberwiegenden Anteil der oberflachen-
aktiven Lipide des Flussigkeitsfilms (Surfactant) der Lungenalveolen dar. Ein Mangel an
pulmonalem Surfactant kann bel unreifen Neugeborenen zum Atemnotsyndrom fihren.
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].

Fur die Mischmizellversuche standen zwei Phospholipide zur Verfiigung: Eilecithin, Lec,
(enthdt ca. 75 % Phosphatidylcholin und ca. 15 % Phosphatidylethanolamin) und Dipal-
mitoylphosphatidylcholin (Mg 734 g/ mol; C4HgoNOsP), DPPC (Abb. 5).

O O
. > n
O/Y\O o Lecithin (1) : Ry, R, Fettsaeurereste; R; Cholin
(1,2-Diacyl-sn-glycer 0-3- phosphocholin)
o]
e
R, DPPC (2) : Ry, R, Palmitinsaeure; R; Chalin

(1,2-Dihexadecanoyl-r ac-glycer o-3-phosphocholin

Abb. 5 Strukturformeln von Lecithin (1), (Phosphatidylcholin: R;=Cholin, Phosphatidylethanolamin:
Rs;=Ethanolamin) und Dipa mitoylphosphatidylcholin (2)
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2. 4. Charakterisierung des verwendeten Arzneistoffes Chinin

Seit vor ca. 400 Jahren Augustiner- und Jesuitenmonche 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 méglich,
aber fur industrielle Zwecke zu kostenintensiv. Chinin ist eine schwache lipophile Base
(pKs 4,2 und 8,8; Verteillungskoeffizient n-Oktanol / Phosphatpuffer pH 7,4: 102), leicht
[6glich in Chloroform, Ethanol und saurem Milieu, 16slich in Wasser und organol eptisch
gekennzeichnet als ein weil3es, 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).

H,CO

xHCI x2H,0

Abb. 6 Strukturformel von Chinin (in der Arbeit eingesetzt al's Chininhydrochlorid)

Die Wirkung von Chinin ist primér blutschizontoid bel 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 Erhdhung des pH-Wertes mit histol ogischen
Verénderungen wie u. a eine Hemmung der Nukleinsduresynthese durch Komplexbil-
dung mit DNS sowie eine Protoplasmagiftwirkung beschrieben. Weiterhin besitzt es an-
algetische, antipyretische, antiarrhythmische, |okalanasthetische und muskelrelaxierende
Eigenschaften. Aufgrund letzterer wird es auch zur Behandlung von Muskelkrampfen,
vor alem bei n&chtlichen Beinkrdmpfen (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 fir den Einsatz von Chinin (Limptar N®, Chininum hydrochloricum
Compretten®Merck Dura, Chinosalmid®, Grippilan C®) ist die Behandlung schwerer
Malariaformen, hervorgerufen durch chloroquin- oder multiresistente Stamme, 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 (grof3e Unterschiede zwischen den Kontinenten)
sehr variabel zu handhaben. Fur die Tropenmediziner gibt es je nach Land und Region
hierzu zahlreiche Dosierungsschemen, die beim Erwachsenen hdufig bei ca. 1-2 g / Tag
Uber mehrere Wochen liegen [190-201]. Chinin verursacht zahlreiche Nebenwirkungen
(gastrointestinale Beschwerden, Blutdruckabfall, neurotoxische Reaktionen wie Seh- und
Horstérungen) und kann insbesondere Allergien (Typ-I1-Reaktion) hervorrufen. Dies ist
bemerkenswert, da Chinin weitverbreitet in Tonic und anderen Getranken eingesetzt wird
und dabel eine seltene Chininreaktion, die sogenannte Cocktail purpurea (intravasale
Hamolyse), verursachen kann [6]. Obwohl Chinin schwach wirksam ist im Vergleich zu
seiner Toxizitét, ist es als Reservemittel bei Resistenzen aber nach wie vor unersetzlich
[202, 203].

Chinin wird nach oraler Gabe rasch und in einem hohen Ausmal3 vor allem im oberen
Dunndarm durch passive Diffusion resorbiert (selbst bei Durchfall zu mehr as 80 %),
erreicht nach ca. drel Stunden die maximalen Plasmaspiegel, die mit einer Halbwertszeit
von etwa elf Stunden nach Beendigung der Therapie wieder absinken (dieser Faktor kann
alerdings je nach Schwere der Malaria-Infektion stark verandert sein), besitzt eine hohe
Eiwel 3bindung (Uber 70 %) und wird renal ausgeschieden.

Die Auswahl des Arzneistoffes erfolgte in Anlehnung an die Ergebnisse der mizellaren
elektrokinetischen Affinitatschromatographie von SCHWARZ [144], die eine Aufnahme
von Arzneistoffmolekilen in Gallensauremizellen bzw. Mischmizellen besonders bei den
lipophilen basischen Arzneistoffen Propranolol-HCI und Chinin-HCI aufzeigten.

Ein Ausdruck dieser Wirkstoffaufnahme in der Mizelle war dabel beispielsweise der Ka-
pazitatsfaktor ky, der sich in @nlich wie in der Chromatographie als das Verhéltnis der
Aufenthaltszeit der untersuchten Molekule in der mobilen zur stationdren Phase definiert,
nur dal3 sich in diesem Falle auch die , stationére” Phase in Bewegung befindet [144].

In Tabelle 3 sind die Kapazitétsfaktoren fir 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 Kapazitétsfaktoren k,, die in Korrelation mit einer Arznei-
stoffmolekilaufnahme in der Mizelle stehen, wurden dabel aus den |onenbeweglichkeits-

differenzen berechnet [144].

Tabelle 3 Kapazitatsfaktoren k, von Propranolol-HCI, Chinin-HCI, Atenolol, Diclofenac-Na, Salicylséure
und Ibuprofen-Na[nach 144]

Arzneistoff pH k. (GDCA30mM) k,(GCA30mM) pKgWert
Propranolol-HCl 7,4 10,38 2,59 9,42
5 91,2 2,8
Chinin-HCI 74 7,46 1,12 4,2u.838
5 37 1,28
Atenolol 74 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
Salicylséure 74 0 0 297u.134
5 0 0
Ibuprofen-Na 74 0,02 0 44
5 0,05 0

In der Tabelle wird gut ersichtlich, dal3 sowohl Propranolol-HCI als auch Chinin-HCI fir
die Transportuntersuchungen mit Gallensduremizellen als besonders interessant erschie-
nen. Die Entscheidung fir den verwendeten Wirkstoff fiel zugunsten von Chinin. Der
Grund dafir war der bel Propranolol auftretende hohe first-pass-Effekt, der bel den in
vivo-Versuchen eine zu grof3e Schwankung der Bioverfligbarkeit hervorrufen konnte, die
nicht direkt auf den Einflu® der nahrungsbedingten Faktoren zurtickzuftihren und somit
das Ergebnis nicht eindeutig interpretierbar machen wirde.

Eingesetzt wurde Chinin in der vorliegenden Arbeit als Chininhydrochlorid2 H,O:
C20H25CIN2O, x2 H,0; Mg 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. Permeationsver suche mit kiinstlicher Membran

3.1. 1. Grundlagen

Der Arzneistofftransport durch Membranen ist einer der wichtigsten, die Bioverflgbar-
keit eines Arzneistoffes beeinflussenden Prozesse. Zum besseren Verstandnis des Per-
meationsverhaltens wurde daher eine Reihe von in vitro-Modellen entwickelt, die Ein-
gang in die géngige Forschung fanden. Bel den bisher untersuchten Nahrungsmittel-
Arzneimittel-Interaktionen wurden zahlreiche dieser Modelle verwendet, wie auch aus
der Literatur ersichtlichist [22, 27-34, 37-39, 42, 204-207].

Allerdings ist durch die Vidfalt 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
zuverlassige Aussage zu bestimmten pharmakokinetisch relevanten Wirkstofftransport-
verénderungen zul 83, die durch Nahrungsbestandteile bedingt sind. Geeignet, d. h., mit
relativ wenigen Schritten standardisierbare und aussagekréftige Ergebnisse zu erzielen.
Unabhéngig von den physiologischen Faktoren, die selbstversténdlich immer mitent-
scheidend (sowohl geschwindigkeitsbestimmend als auch das Ausmal3 entsprechend be-
einflussend) fur die Resorption eines Arzneistoffes sind und auch durch die Nahrungs-
aufnahme verandert werden kénnen, sind substanzspezifische Interaktionen ein wesentli-
cher Faktor fir einen veranderten Arzneistofftransport.

Um mogliche 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 unerlasslich.

Dafur wurde fur diese Arbeit das durch zahlreiche Anwendungen [36, 40, 84, 87, 208-
215] gut zu klassifizierende Permeationsmodell nach FURST und NEUBERT verwendet
[37, 213, 214].
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3. 1. 2. Versuchsdur chfiihrung mit dem Permeationsmodell nach FURST 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 Aufhéngung an einer Rittelapparatur (Vibrationseinrichtung, vertikale Bewe-
gung mit einer Frequenz von 50 s™) dient sowohl zur Durchmischung der Kompartimente
als auch zur reproduzierbaren Bildung der Diffusionsschichten. Jede Permeationszelle
besteht aus zwel Kompartimenten (Donatorkompartiment DK, Akzeptorkompartiment
AK) mit einem Fassungsvolumen von jeweils 24 ml. Zwischen den beiden Komparti-

menten befindet sich eine kiinstliche Membran.

MEMBRAN SCHRAUBVERBINDUNG ZUR BEFESTIGUNG

N

PROBENAHME

DONATOR-KOMPART IMENT AKZEPTOR-KOMPARTIMENT

.
|
|
|
|| prosenanie
|
|
|
|
|
T
|

Abb. 7 Aufbau einer Permeationszelle des Modells nach FURST und NEUBERT
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Die Permeationsfléche bei den Versuchen betrégt 15,9 cm? bei 20 ml Lésung. Wahrend
der Versuchsdurchfihrung permeiert der Arzneistoff in verschiedenem Ausmal3, das so-
wohl vom Arzneistoff (Konzentration, Lipophilie, lonisationsgrad, L&slichkeit), den
Kompartimentbedingungen (pH-Wert, Temperatur, Vibration) als auch von eben Wech-
selwirkungen mit anderen Substanzen abhangt, an, in bzw. durch die Membran.

Durch standardisierte Versuchsbedingungen (Temperatur 37 °C, Vibration, pH-Wert
durch gepufferte Ldsungen) kann der Einfluld dieser Prozesse weitgehend konstant ge-
halten werden.

Ein carriervermittelter Wirkstofftransport scheidet an der kunstlichen Membran aus.
Treibende Kraft fur die Diffusionsschritte Uber die Membranbarriere (Dona
tor>Membran, Membran>Akzeptor) ist daher das Konzentrationsgefélle zwischen Do-
nator- und Akzeptorphase.

Die Grundlage hierfir ist im 1. FICK schen Diffusionsgesetz ausgedriickt (Gleichung 1):

daQ = (C2 - C]_)t .D (1)
dt d

d...Membrandicke dQ/dt...Molekilstrom (c,-c,)...Konzentrationsdifferenz D...Diffusionskoeffizient

Durch eine Erhéhung der Viskositdt (h) des Losungsmediums nimmt der Diffusions-

koeffizient eines Wirkstoffes ab (Gleichung 2):

R xT
D= 2
6 xp xh xr xN

R...Gaskonstante T...absolute Temperatur h...Viskositétskonstante des L ésungsmittels
r...Radius des gelsten Teilchens (Kugelgestalt) N...Loschmidt-Konstante

Um die gesuchten Effekte furr eéine Anderung des Transportverhaltens von Chinin durch
Pektinderivate, Gallensduremizellen bzw. Mischmizellen nicht durch einen zu hohen
Wert des Parameters Viskositét zu Uberdecken, wurden daher bei den Versuchen sehr
niedrigviskose bzw. annghernd isoviskose Donatorlésungen (Viskositatsbestimmung und
Viskositéten s. Kap. 6. 1. Methoden) eingesetzt.
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Eine Veranderung durch Diffusion von Loésungsmedium aus dem AK in das DK war
nicht nachweisbar. Alle Ldsungen waren Newton”sche Ldsungen.

Da die Permesation aber nicht nur als freie Diffusion zwischen zwei Phasen stattfindet,
sondern durch eine Barriere zwischen zwei Phasen, sind weitere Bedingungen zu bertick-
sichtigen [212].

Das Ausmal} der Permeabilitét eines Wirkstoffes durch eine kinstliche Lipidbarriere ist
in der Regel, abhangig vom lonisationsgrad, mit zunehmendem Anteil nichtionisierten
Wirkstoffes umso hoher ausfallend. Um einen ausreichend hohen Anteil nichtdissoziier-
ten und damit gut permeationsféhigen Arzneistoffes zu erhalten, wurde in den Versuchen
fUr den schwach basischen Stoff Chinin als erstes ein pH-Wert von 7,2 in beiden Kom-
partimenten gewdahlt. Eingesetzt wurde eine Pufferldsung, um pH-Verschiebungen wie
durch den Einsatz von Chinin as Hydrochlorid zu vermeiden.

Das Verteilungsgleichgewicht zwischen einem Wirkstoff in der lipidhaltigen Membran
und in wassrigem Kompartiment bzw. in den Grenzschichten zur und in der Membran
hadngt vom Grad der Lipophilie einer Verbindung ab und drickt sich nach dem
NERNSTschen Vertellungssatz im V erteilungskoeffizienten aus (Gleichung 3):

€L =k (3)
C

k...Verteilungskoeffizient c;...Stoffkonzentration in der lipohilen Phase (Membran)
C,...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.

Fir den Verteilungskoeffizienten wird in der Praxis meist der scheinbare Verteilungs-
koeffizient herangezogen, der unabhéngig von der Form des Wirkstoffes in beiden Pha-
sen das reale Verteilungsverhdltnis an den Grenzschichten der Lipidbarriere am ehesten
widerspiegelt.

Dieser Vertellungskoeffizient ist in Kenntnis der pH-Verhdltnisse und des Arzneistoff-
pKa nach HENDERSON-HASSELBALCH Uber den lonisationsgrad berechenbar. Unter
physiologischen Bedingungen, wie sie bei pH 7,2 wiedergegeben werden, ergibt sich fur

Chinin (pKs 4,2 und 8,8) zum einen ein ausreichend hoher nichtdissoziierter Anteil fur
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eine gute Permeation der Modellsubstanz as auch zum anderen genligend dissoziierte
Anteile fir mogliche Wechselwirkungen [3, 159, 212].

Da die Permeationsversuche unter standardisierten Bedingungen wassrige/lipoide Phase
(Loésungsmedium Puffer / Dodecanol-Collodium-Membran), Temperatur bzw. pH-Wert
(Puffer) stattfanden, konnte dieser Einfluld ebenso wie eine Wechselwirkung (An- und
Einlagerung) des Wirkstoffes mit der Membran al's konstant bis auf die Anderung durch
den Donatorzusatz (Pektin, Gallensduremizelle/-mischmizelle) angesehen werden.

Der Einsatz einer Vibrationseinrichtung diente neben der mechanischen Durchmischung
der einzelnen Kompartimente und der Erhdhung der Teilchenbewegung auch fur einen
gleichmaldigeren und verringerten Aufbau der wassrigen Diffusionsgrenzschichten an der
Membran.

Eine derartige Grenzschicht (auch als NERNSTsche Schicht bezeichnet, abhangig u. a.
von der Temperatur und der Teilchenbewegung, die FlUssigkeit unterliegt einer leichten,
laminaren Stromung parallel zur Membran), die noch vor der Membran eine zusétzliche
Barriere darstellt, wird durch Diffusion tberwunden. Der Permeationswiderstand erhoht
sich somit neben dem eigentlichen Membranpermeationswiderstand noch um den Grenz-
schichtendiffusionswiderstand [212, 213, 218].

Daher kann durch den jeweils gewéhiten Donatorzusatz auch eine Anderung dieses Teil-
widerstandes hervorgerufen werden und alein dadurch schon eine Permesationserhthung
oder -erniedrigung erzielt werden. Dies gilt vor alem fir eine diffusionsschichtenkon-
trollierte Permeation, wie sie vor allem bei lipophilen Arzneistoffen anzutreffen ist [212,
213, 218].

Der gleiche pH-Wert auf beiden Seiten wurde zunéachst gewahlt, um ,, lonenfallenbedin-
gungen®, wie sie physiologisch fir Chinin beispielsweise im sauren Magenmilieu existie-
ren, mit ihren Auswirkungen auf die Permeation und damit eine erschwerte Erkennung
der mdglichen Wechselwirkungen zu vermeiden.

Fur den Vergleich der Transportbeeinflussung des Arzneistoffes durch Pektin, Gallensau-
remizellen oder Mischmizellen wurde neben der prozentual vom Donator in den Akzep-
tor gelangten Chininkonzentration cax [%] (bezogen auf die Gesamtkonzentration an
Chinin im System) a's kinetische Standardgrof3e der Flux Fen [g / cm?2 - min] herange-
zogen.

Der Fcni wurde mit Hilfe der Gleichung fur 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 mégliche verénderte Ak-
zeptorkonzentration des Arzneistoffes durch nahrungsbedingte Parameter fir die spateren

Untersuchungen als Grundlage fir weitergehende V ersuche diente (Gleichung 4).

( Cakz korr(tn) = Cakz korr(tn-1) ) X VAkz
Feni = 4
A xDt

Feni-..FlUX [ug / cm?2 xmin] Cag,...Chininkonzentration im AK [pg / ml] (enthnommene Probevolumina rech-
nerisch berticksichtigt, S. Ceorr S.27) V ake-..Akzeptorvolumen [20 ml]

A...Membranflache (15,9 cm?) Dt...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 eingefillt.

Auf der Donatorseite befand sich der Arzneistoff in Lésung, je nach Versuchsbedingung
alein bzw. zusammen mit Ballaststoffen, Gallensalzen oder Mischmizellen; auf der Ak-
zeptorseite wirkstofffreies Medium. Die Chininkonzentration wurde im Donator so ge-
wahlt, dal3im AK , sink-Bedingungen“ vorlagen [3, 15, 15, 201, 217].

Als Losungsmedium sowohl fir den Donator als auch den Akzeptor wurde zuerst Phos-
phat-Puffer nach SORENSEN pH 7,2 ausgewdhit. Die verwendeten Lésungen wurden
vor Versuchsbeginn frisch zubereitet.

Um die Reproduzierbarkeit zu gewdahrleisten, wurden Stabilitatsuntersuchungen der ein-
gesetzten Substanzen Uber 24 Stunden im Losungsmedium durchgeftihrt, die keine che-
mischen, physikalischen (Viskositdt) oder mikrobiellen Instabilitdten ergaben.

In Vorversuchen ohne Chinin zeigte sich keine Permeation von Pektinprgparaten, bel den
Gallensdure- bzw. Mischmizellpréparaten wurden nach 2 Stunden maximal ca. 1 - 1,5 %
Gallensaure im Akzeptor gefunden, es fand also kein nennenswerter Transport durch die
Lipidmembran statt.

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

2,85 mmol / | AG) bezogen auf den AG-Gehalt ausgewahlt. Parameter wie das Volumen,
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die Temperatur (37 °C) und die Grof3e, Starke und Zusammensetzung der Membran wa-
ren bei den einzelnen Versuchen stets gleich.

Ausgehend von diesen Vorbetrachtungen wurde postuliert, dal3 eine auftretende signifi-
kante Veranderung des Flux von Chinin in den Akzeptor durch eine Wechselwirkung mit
dem Donatorzusatz (Pektinderivat, Gallensduremizelle bzw. Mischmizelle) ausgel Ost
wird. Diese Wechselwirkung soll dann in weiteren in vitro- bzw. in vivo- Versuchs-
schritten auf ihre Auswirkung im Gesamtprozess Bioverfligbarkeit von Chinin untersucht
werden.

Die Permeationsversuche wurden tber 180 Minuten mit einer Probenentnahme von 2 ml
aler 30 Minuten durchgefihrt. Das enthommene Volumen wurde durch frisches Akzep-
tormedium ersetzt. Durch die Probenahme im Akzeptor erfolgte eine Verringerung der
dort vorliegenden Wirkstoffkonzentration. Dies wurde fir die jeweilige Probenzeit durch

die Berechnung einer korrigierten Chininkonzentration ¢y ausgeglichen (Gleichung 5):

C korr(tn-1) * V Probe
Ckor =Cun t+ (5)
VAkzeptor

Ciarr---KorTigierte Chininkonzentration [pg / ml] - Cyy...Chininkonzentration zum Zeitpunkt n [pg / mi]
Ciarr(in-1)---Chininkonzentration zum Zeitpunkt n-1 [ug / ml]  V azeptor--.V 0Olumen Akzeptor [mi]

V probe---VOlUmMen Probe [ml]

Zum leichteren Erfassen und um den Umfang der Auswertungen in dieser Arbeit so ra-
tionell wie mdglich zu gestalten, wird bei alen folgenden Darstellungen der Ergebnisse
des FURST-NEUBERT-Permeationsmodells nur der Wert der Messung nach 120 Minu-
ten angegeben.

,Chinin pur* steht in den jeweiligen Graphiken fir Versuche mit Chinin-HCl ohne Zu-
satz von Pektin oder Gallensduren bzw. Mischmizellen im Donatorkompartiment. Die im
Akzeptorkompartiment angegebene Chininkonzentration [%] steht fir den prozentualen
Chininantell im Gesamtsystem (Ausgangskonzentration 100 % im DK und 0 % im AK,
die statistische Auswertung wird in Kap. 6. 1. Methoden erl&utert.)
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3. 1. 3. Permeationsver suche Chinin-HCI 2.2mM mit Pektinderivaten

Am Anfang der Untersuchungen wurden, aufbauend auf friihere eigene Ergebnisse [40,
87, 88, 209], Testreihen bel einer Ausgangskonzentration von Chinin-HCI 2,2 mmol / |
im Donator mit Pektin mit blockweiser Anordnung freier Carboxylgruppen (Bl) und dem
im Molekulargewicht differenzierten Apfelpektin (A) durchgefihrt.

Es ergab sich eine signifikante Verringerung der Akzeptorkonzentration bzw. des Flux
durch die zugesetzten Pektinderivate. Zwischen den einzelnen hoher veresterten Pektin-
derivaten Bl-1 - BI-3 und dem gemahlenen Apfelpektin bis auf das Prgparat A-100 (100 h
Mechanolyse) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (A-100 allerdings die ge-
ringste Transportbeeinflussung). Dafiir hatte das Pektin BI-4 mit einem Veresterungsgrad
von 34,5 % die deutlichste Reduktion des Flux aller bis dahin eingesetzten Pektinderivate
zur Folge (Abb. 8).

Flux nach 120min [pg/cm?xmin]
12

038

,8 T
06 -
04 -
02 -
0 : : : : : : :
A-0 A-10

Chinin pur BI-1 BI-2 BI-3 Bl-4 A-100

Abb. 8 F¢yi [Lg/cm? xmin] bei 120 min Pektinserien Bl und A

Besonders beim Flux, der ein Mal3 fir die Permeationsrate genau zum Zeitpunkt der Pro-
bennahme darstellt, wird deutlich, dal3 der Transport erkennbar verringert wird. ES er-
scheint daher sinnvoll, weitere Versuche mit Pektinpréparaten am Praparat Bl-4 zu ori-

entieren, d. h., nach signifikant grof3eren Transporterniedrigungen zu suchen.
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Als néchste Untersuchungsreihe wurden acetylierte und amidierte Pektinderivate mit dem
Pektin Bl-4 verglichen. Hier zeigte sich kein wesentlicher Unterschied zur vorangegan-
genen Serie, das Préparat mit der stérksten 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 [pg/cm? xmin]
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Am-1 Am-2 Am-3

Chinin pur Bl-4 Ac-1 Ac-2 Ac-3 Ac-4

Abb. 9 Feyi [pg/em? xmin] bel 120 min Acetylpektin, Amidpektin und Pektin Bl-4

3. 1. 4. Per meationsver suche Chinin-HCI 2.2 mM mit Gallensduren und

Mischmizellen

An die Pektinderivate, dieim Falle ihrer stérksten Permesationsverringerungen (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 Gallensdureversuche
an.

Dabel wurde mit dem Dihydroxypréparat 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 dafir ein ausgepragter Effekt
(Abb. 10).
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Flux nach 120min [pg/cm2 xmin] GDCA
12
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HH
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Chinin pur GDCA 1mM GDCA 5mM GDCA 10mM GDCA 15mM GDCA 20mM GDCA 40mM

Abb. 10 F¢y, [pg/cm? »min] bei 120 min GDCA in verschiedenen Konzentrationen

Das Ausmal3 des Chinintransportes in den Akzeptor wurde gegentiber den Pektinprapa-
raten sehr viel starker 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 Trihydroxypré
parat GCA (mit einer hdheren CMC (4,2 mM [144])) eingesetzt. Hier wurde zwar schon
ab 1 mM ein ausgepragter Effekt beobachtet, der allerdings nicht wie bei GDCA mit zu-
nehmender GS-Konzentration steigerungsfahig war und der den Effekt von GDCA nicht
Uberwog (Abb. 11).

Flux nach 120min [pg/cm2 xmin] GDCA und GCA
12

08 ~

0,6

0,4 ~

0,2

+ + +
Chinin pur GDCA 1mM GDCA 10mM GDCA 20mM GCA 1mM GCA 10mM GCA 20mM

Abb. 11 F¢y, [pg/em? xmin] bei 120 min GDCA und GCA im Vergleich
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Im Ergebnis der bisherigen Versuche mit Gallensauren zeigte sich unterhalb bzw. in der
Nahe der CMC kein signifikanter Einfluld auf die Permeation von Chinin in das Akzep-
torkompartiment, dafir war oberhalb der CMC ein signifikanter, sehr deutlich ausge-
prégter Effekt in Form einer starken Reduktion des Chinintransportes zu registrieren.
Dies ist insofern bemerkenswert, da bei einigen Fertigarzneimitteln ein Zusatz von Gal-
lensauren zur Arzneiform empfohlen wird. Allerdings ist die Dodecanol-Collodium-
Membran eine kinstliche, porenfreie Lipidmembran, die weder Carrier noch Zellverban-
de oder weitere Transportmoglichkeiten enthdt und der Zusatz an Gallensauren bewegt
sich nicht immer in Bereichen, die in jedem Fall eine Mizellbildung wie in den einge-
setzten DonatorlGsungen bewirken. Ausgenommen davon ist die gleichzeitige Applikati-
on von Gallensaurepraparaten.

Daher sind Ruickschltisse auf spéteres in vivo-Verhaten an dieser Stelle verfriht, aller-
dings ist die starke Reduktion der Chininpermeation in den Akzeptor von Interesse fir
welitere Versuchsschritte, da sich aufgrund seiner Deutlichkeit der gefundene Effekt in
vivo bestétigen konnte.

Im Vergleich der beiden Gallensduren konnte bei beiden eine eindeutige Reduzierung des
Flux in den Akzeptor oberhalb der CMC gefunden werden. Bel 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 alen Versuchen schon bei 30 Minuten erkennbar. Da die Transport-
veradnderungen der einzelnen Praparate bzw. Konzentrationen zueinander bei allen Zeiten
im gleichen Verhdtnis standen, wurde, wie bereits erwéhnt, darauf verzichtet, die Profile
fir jede einzelne Mel3zeit anzugeben und nur der 120-Minuten-Wert gewahlt, um die
Veranschaulichung der Resultate Ubersichtlich gestalten zu kdnnen.

Im Falle der GCA konnte eine weitere Steigerung der Gallensdurekonzentration keine
signifikante Veranderung bewirken, wahrend bei der GDCA stufenweise, wie beispiels-
weise in Abbildung 10 gut sichtbar, die Erniedrigung des Flux erfolgte.

Zwischen der GCA bel 1 - 20 mM und der GDCA im Bereich 10 - 15 mM bestand kein
wesentlicher Unterschied (s. Abb. 11). In den néchsten Versuchen wurde zur Mischmi-
zellbildung als Gallensdure zuerst eine Konzentration von 15 mM GDCA eingesetzt. Da
spatere Mischmizellversuche mit 10 mM GCA sich in ihren Resultaten von den GDCA-
Mischmizellversuchen nicht erwahnenswert unterschieden bzw. geringeren Einfluld zeig-

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

in den Akzeptor bel der Anwesenheit von Mischmizellenim DK (Abb. 12):

Fux nach 120min [pg/cm? xmin] GDCA und Mischmizellen
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Chinin GDCA GSt+ GS+ GS+ GS+ GS+ GSt+ GSt+ GSt+ GS+
pur 15mM Img/ml 3mg/ml 5mg/ml 1,8mM 18mM 1,8mM 1,8mM 18mM 1,8mM
Lec Lec Lec Pam Se Lin Pam+1 Set+l Lin+1

mg/ml mg/ml mg/ml

Abb. 12 F¢y, [pg/cm? xmin] bei 120 min GDCA und Mischmizellen*
* 1mg/ml bei den drei rechten Saulen (ternédres System) = Img/ml Lec, GS = GDCA

Als Ergebnis war beim Vorhandensein von Mischmizellen neben Chinin im Donator-
kompartiment eine deutliche Flux-Abnahme wie auch bel den reinen Gallensauremizellen
zuvor zu verzeichnen. Verglichen mit GDCA 15 mM ohne Zusatz bewirkten sowohl die
bindren als auch die terndren Systeme (mit Ausnahme 15 mM GDCA + 1mg/ ml Eilecit-
hin) eine noch ausgeprégtere Transportreduktion, die sich allerdings nicht in jedem Fall
signifikant von der reinen GDCA-Mizellanwesenheit bzw. im Verhdtnis binadr-ternar
unterschied. Dennoch ist die sehr deutliche Reduktion des Flux auf ca. ein Funftel des
» Chinin pur“-Wertes, also ein Unterschied um fast den Faktor 5, aulerst bemerkenswert.
An dieser Stelle erscheint es geeignet, nochmals auf die Affinité von lipophilen Arznei-
stoffmolekiilen zu mizellaren GS-Strukturen nach SCHWARZ einzugehen [144].

Nicht nur, dal3 dort mittels der mizellaren elektrokinetischen Affinitétschromatographie

die Aufnahme von Chininmolektlen in Gallensauremizellen aufgezeigt wurde (s. Kap. 2.
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4., Tab. 3, S. 20), es wurde auch eine hdhere Affinitét eines lipophilen basischen Arznei-

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

Tabelle 4 Abhangigkeit des Kapazitétsfaktors k von Propranolol-HCI von der Mizellzusammensetzung
bei der mizellaren elektrokinetischen Affinitatschromatographie [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 Laurinsdure 8
GDCA 20 mM+10 mM Laurinséure 26

GDCA 20 mM+2 mM Olsiure 8
GDCA 20 mM+10 mM Olséure 101
GDCA 20 mM+5 mM DPPC+

20 mM Olsiure ¥

Die bei den in vitro-Versuchen mit dem FURST/NEUBERT-Modell bisher gefundene
Reduzierung des Flux von Chinin durch eine kiinstliche Lipidmembran bei Anwesenheit
von Gallensduremizellen im Donator und der noch stérkere Effekt bei den mischmizella-
ren Ausgangsl6sungen konnte ein Hinweis sein, dal3 die Anreicherung des Arzneistoffes
in den Mischmizellen héher bzw. stabiler ausféllt. Oder anders ausgedriickt, dal3 die Af-
finitét zu den Mizellen durch Zusétze wie Fettsduren oder Phospholipide noch gesteigert
werden kann und dies sich dann wiederum in einem verminderten Transport in das ande-
re Kompartiment niederschlagt.

Als Zusammenfassung fur die bisherigen Versuche &3 sich feststellen, dal? eine Reihe
der getesteten Substanzen eine Abnahme des Flux wéahrend der Versuchsdauer im Per-
meationsmodell bewirkten.

Eine mdgliche Interpretation ist bei den Pektinpréparaten eine Wechselwirkung von Chi-
nin mit den Bereichen an unveresterten Carboxylgruppen, bei den mizellaren Systemen
eine Anreicherung (die durch Zusétze noch steigerungsfahig ist) des lipophilen Chininsin
den Mizellen. Die Testreihen mit Gallensauremizellen bzw. Mischmizellen ergaben hier-
bei eine starkere Wirkstofftransportbeeinflussung as die Pektinderivate. Zur Ubersicht
zeigt die nachste Abbildung noch einmal die Abnahme des Flux durch das Vorhanden-
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sein ausgewdahlter Pektinderivate bzw. Gallensduremizellen/Mischmizellen im Donator
(Abb. 13).

Hux nach 120min [pg/cn? xmin] ausgewéhite Pektinderivate und GDCA/Mischmizdlen
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-
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0+ : : : : : : : :
Am3 A0 GS+

Chinin GDCA Bl-4 Acl GS+ GS+1.8
pur 15mM 5mg/ml 18mM mMStetl
Lec Pam mg/ml

Lec

Abb. 13 Vergleich Fey,; [g/cm? xmin] ausgewahlte Pektinderivate und GDCA-Mizellen/Mischmizellen

3. 1. 5. Permeationsver suche Chinin-HCI 1.1 mM mit Pektinderivaten

Nachdem die erste Serie der Versuche mit dem Modell nach FURST und NEUBERT
beendet war, wurden nun analoge Testreihen mit einer Chinin-Ausgangskonzentration im
Donator von jetzt 1,1 mmol/lI durchgefiihrt, um Viskositétseffekte auszuschlief3en. Dabei
konnten die bisher gefundenen Ergebnisse im wesentlichen bestétigt werden.

Zuerst wurde wieder eine Serie Pektin mit blockweiser Anordnung freier Carboxylgrup-
pen (BI-1 - BI-4) und eine Serie Apfelpektin verschiedener Mahldauer (A-O - A-100)
eingesetzt. Auch hier zeigte sich, wie bel der zweifachen Ausgangskonzentration von
Chinin im Donator vorher (s. S. 28) die geringste Akzeptoranreicherung nach 120 Minu-
ten bzw. die grofdte Flux-Abnahme bel dem Pektinderivat Bl-4 (Abb. 14).
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Abb. 14 Prozentuale Chininkonzentration im AK (linke Graphik) und Fey,; [g/cm?2 xmin] (rechte
Graphik) bei 120 min Pektinserien Bl und A

Nachfolgend wurden acetylierte und amidierte Pektinpraparate auf eine Anderung der
Permeation des Modellarzneistoffs in Bezug zu Bl-4 untersucht. Auch hier erwies sich
Acetylpektin als leicht stérkerer Wechselwirkungspartner verglichen mit Amidpektin,
konnten Ac-1 und Ac-4 den groften Einflu® auf den Chinintransport erzielen, alerdings
unterschieden sie sich ebenfalls wie im vorangegangenen Versuchsteil (mit 2.2 mM Chi-
nin-HCI) nicht signifikant von BI-4 in Bezug auf eine Reduzierung des Arzneistoff-Flux

in das Akzeptorkompartiment (Abb. 15).

FrahIninfugnin] Acyipsdnud Aniciedn
1

Chirinpur B4 Acl Ac2 Ac3 Acd Aml Am2 Am3

Abb. 15 Prozentuale Chininkonzentration im AK (linke Graphik) und Fey; [g/cm? xmin] (rechte
Graphik) bei 120 min Pektin Bl-4, Acetylpektin und Amidpektin
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3. 1. 6. Per meationsver suche Chinin-HCI 1.1 mM mit Gallensauren und

Mischmizellen

Nach den Pektinderivaten wurden wiederum Transportuntersuchungen mit Gallensauren
bzw. Mischmizellen im Donatorkompartiment durchgefthrt.

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 bel der GDCA erzielt
werden.

Da auch bei weiteren Versuchsreihen mit anderen Losungsmedien in AK bzw. DK der
Einflu von GCA auf den Chinintransport geringer war als der von GDCA, wurde in al-
len weiteren Untersuchungen mit Gallensauren bzw. Mischmizellen ausschliefdlich das
Dihydroxypraparat GDCA as GS-Komponente verwendet. Bemerkenswert ist bel 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).

Flux nach 120min [pg/cm2 xmin] GDCA u. GCA
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Chinin GDCA GDCA GDCA GDCA GDCA GDCA GDCA GCA GCA GCA
pur 0,5mM imMm 2mM 5mM 10mM 15mM 20mM imMm 10mM 20mM

Abb. 16 Fgp, [Hg/cm? xmin] bei 120 min GDCA und GCA

Bel den anschliefRenden Testrethen mit 1,1 mmol / | Chinin-HCl in Gegenwart von
Mischmizellen im  Donatorkompartiment ~war  die  reduzierte  Chinin-

Akzeptorkonzentration bzw. Erniedrigung des Flux, die schon bei 2.2 mmol Chinin-HCI-
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Ausgangskonzentration als starker Effekt zu finden war, noch deutlicher ausgeprégt. Der
Zusatz sowohl bindrer as auch ternérer Mischmizellsysteme in das Donormedium resul-
tierte in einem sehr grof3en Abfall der Transportrate in den Akzeptor, die Reduktion des
Flux erfolgte dabei sogar annéhernd um den Faktor 10 (Abb. 17).

Flux nach 120min [pg/cm? xmin] Mischmizellen
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0 - + ;
Chinin GDCA GS+lmM GS+5mM GS+1,8 GS+smM GS+5mM GS+HImM GS+1mM
pur 15mM mM Pam Pam 18mM DPPC+ DPPC+
Ste 18mM 18mM
Pam Ste

Abb. 17 Fepy [ug/cm? xmin] bei 120 min GDCA und GDCA-Mischmizellen*
* GS=GDCA 15mM

In Zusammenfassung der bisherigen Versuche mit einer Konzentration von Chinin-HCI
1,1 mmol/l &% sich feststellen, dal? erneut ein starker Effekt auf den Chinintransport
durch die Gegenwart von GS-Mizellen bzw. -Mischmizellen nachgewiesen wurde. Dieser
Einflu war wie bei den vorherigen Untersuchungen mit 2,2 mmol/l Chinin-HCI deutlich
starker ausgepragt as der von den Pektinderivaten.

Weiterhin wurden die Testreihen mit beiden Chininkonzentrationen mit verdndertem
Losungsmediun 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 SORENSEN pH 6,0 und 8,0 in jeweils beiden Kompartimenten)
durchgefihrt.

Die Ergebnisse waren im Falle der KREBS-HENSELEIT-L6sung mit den vorangegange-
nen Versuchen nahezu Ubereinstimmend bzw. zeigten bei pH 6,0 und 8,0 keine wesentli-

chen Unterschiede im Permeationsverhalten der einzelnen Prdparate zueinander vergli-

37



chen mit pH 7,2. Auch bel einem Donator-pH 6,0 und 0,1 N HCI im Akzeptor ergab sich
keine erwahnenswerte Anderung des Verhaltnisses der Transportanderung durch die je-
weiligen Donatorzusétze, auch wenn die Fluxrate durch den pH-Gradienten entsprechend
verandert 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 stdrkere Permeationsdnderung
durch die Affinitdt des Arzneistoffes zu den Mizellen noch einmal verdeutlichen (Abb.
18).

Flux nach 120min [pg/cm?2 xmin] Bl-4, GDCA, GCA und Mischmizellen

1,2

1 T
0,8 _I_
0,6
04 1 —— L
02 1 I T —

0 - . . . . . + ' + ’_L‘ +

Chinin GDCA GDCA GDCA GCA GS+1ImM GS+1,8 GS+1ImM Bl-4
pur 1mM 5mM 15mM 20mM DPPC mM Pam DPPC+

1,8mM
Pam

Abb. 18 Vergleich Fcyi[pg/cm? xmin] bei 120 min Bl-4 und GDCA-Mizellen/-Mischmizellen*
* GS=GDCA

In den bisherigen Darstellungen der Ergebnisse des FURST-NEUBERT-Modells wurden
zur Ubersichtlicheren Veranschaulichung nur die Ergebnisse der Messungen des Zeit-
punktes 120 Minuten wiedergegeben. Als Erganzung dazu sind in Abbildung 19 die Flu-
xwerte aler Messzeiten der in Abbildung 18 ausgewahlten Praparationen wiedergegeben,
um zu verdeutlichen, dal3 die Transportbeeinflussung die gleichen Unterschiede durch die

jeweiligen Donatorzusétze prinzipiell bei allen Messzeiten zeigte (Abb. 19):
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Chininpur GDCA GDCA GDCA GA GSHmM  GSHgTM  GSHImM B-4
mm 5mM B5M 2mM DFRC Pam DFFG+
18mM Préperat
Pam

Abb. 19 Vergleich der Fluxe Fcy,; [pg/cm?2 xmin] fur Bl-4 und GDCA- Mizellen/-Mischmizellen* fir alle
Mefzeitpunkte bei den Permeationsversuchen mit dem Modell nach FURST und NEUBERT mit

Chinin-HCI 1,1 mmol/I
* GS=GDCA

Der starke Abfall des Flux, besonders bei der Anwesenheit von Mischmizellen stand im
Verhdtnis zur vorangegangenen Chininkonzentration im Donator (2,2 mmol /| bzw. 1,1
mmol / |) und konnte dadurch erklért sein, dal3 sich die Chininmolekile in einer be-
stimmten statistischen Verteilung in der Mizelle anreichern und diese dadurch thermody-
namisch stabilisieren, zusétzliche Chininmolekile bei htheren Donatorkonzentrationen
eher flr die Permeation in bzw. nach entsprechender Membrananreicherung durch die
Membran zur Verfigung stehen.

Ob sich die im Permeationsmodell nach FURST und NEUBERT gefundene Anreiche-
rung der Chininmolekile in den Gallensauremizellen bzw. Mischmizellen als relevant fr
ein vermindertes Transportverhalten in vivo erweist, soll in einem néchsten Schritt in
einem weiteren in vitro-Modellsystem, welches den physiologischen Bedingungen im

|ebenden Organismus néhersteht, weiter untersucht werden.
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3. 2. Permeationsver suche mit der everted sac-Technik

3. 2. 1. Grundlagen und Versuchsdurchfiihrung

Nachdem der erste Abschnitt der in vitro-Versuche unter Verwendung kinstlicher Mem-
branen mit dem Permeationsmodell nach FURST und NEUBERT abgeschlossen war,
wurde als néchster Schritt der Einsatz einer biologischen Membran mit Hilfe der everted
sac-Methode durchgefihrt.

Das in vitro-Modell des gewendeten Darms, auch als everted sac-Technik oder Technik
des umgestilpten Darms bezeichnet, hat seit seiner Einfihrung durch WILSON und
WISEMAN immer wieder Anwendung flir die Charakterisierung der Resorption von
Arzneistoffen und mdéglichen Wechselwirkungen bei diesem Prozess gefunden [24, 219-
233].

Beispiele dafiir 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 EinfluR verschiedener einwertiger Kationen wie Na
oder K* auf die Absorptionsrate von Lithium [230].

Bei der Methode des gewendeten Darms werden isolierte Abschnitte des Dinndarms
narkotisierter Versuchstiere (Ratte, Meerschwein, Hamster, Maus) zur Mdglichkeit der
Simulation von Transportprozessen durch eine nattirliche 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 Iebenden Enterozyten) zur Verfligung zu haben,
die unter den entsprechenden Voraussetzungen flr eine gewisse Zeit auch noch aktive
Resorptionsmechanismen besitzt. Daher liegt das Ergebnis ndher an den unter physiolo-
gischen Bedingungen im Organismus ablaufenden Vorgangen der Nahrungsmittel-
Arzneimittel -Wechselwirkungen.

Die Nachteile bestehen neben den interindividuellen Schwankungen zwischen den iso-
lierten Organen der Versuchstiere in einer moglichen Bindung des Arzneistoffes an das
Muskelgewebe und die Schleimhaut und einer damit einhergehenden Diffusionsbeein-
flussung sowie in der beschrankten zeitlichen Verwendbarkeit. Dabei spielt nach der

Entnahme aus dem Versuchstier neben dem Alterungsprozess nattirlich auch die Versor-
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gung der Darmzellen und damit deren Intaktheit und Uberlebensfahigkeit ebenso wie die
Geschlossenheit der Zellverbande eine entscheidende Rolle.

Auch ist es zur besseren Vergleichbarkeit unbedingt notwendig, bei der Organentnahme
aus den einzelnen Tieren der Versuchsreihe, die natrlich auch moglichst in einem anné&
hernd gleichen physiologischen Zustand (Alter, Gewicht, Fillungszustand etc.) sein soll-
ten, stets die gleichen Darmabschnitte (entweder gemessen vom Magenausgang oder vom
Blinddarmbeginn) zu verwenden sowie beim Wenden und Pr8parieren des Darmab-
schnittes moglichst gleiche Bedingungen zu haben [220].

Aus bisherigen Verdffentlichungen ist bekannt, dal3 ca. finf Minuten nach Versuchsbe-
ginn erste morphologische Veranderungen sichtbar werden konnen. Dies zeigt sich in
einer beginnenden Abldsung des Dinndarmepithels 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 zlgiges Arbeiten nach der Organentnahme erforderlich, um den isolierten
Abschnitt moglichst innerhalb weniger Minuten in der Versuchsapparatur zu haben. Es
ist allgemein Ublich, die Versuche nicht viel langer als Uber 90 Minuten hinweg nach
Beginn der Entnahme des Darmstlickes durchzufiihren [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 durchgefihrt [219, 227].

Fur die Organentnahme wurden als Versuchstiere Ratten (mannlich, Wistar) ausgewahlt
(Tierdaten, Losungsmedium etc. s. Kap. 6. 1. Methoden). Zur Kinetik von Chinin bel
Ratten gibt es bereits verschiedene Veroffentlichungen, daher konnten sowohl die beim
vorliegenden everted sac-Modell verwendete Dosis as auch die Konzentrationen auf der
Serosaseite gut vergleichbar gemessen werden [234-240].

Die Versuchstiere wurden mit cervikaler Dislokation fur die Organentnahme vorbereitet.
Alsisoliertes Organ wurde ein ca. 10 cm langes Darmstiick entfernt, das ca. 3 cm ober-
halb des Blinddarms beginnend in Richtung Magenausgang entnommen wurde und un-
verzuglich in oxygenierte KREBS-HENSEL EI T-L 6sung gegeben wurde.

Nach einer kurzen Reinigung in KREBS-HENSEL EIT-L6sung zur Entfernung des Dar-
minhalts wurde das Darmstiick 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-L6sung als Akzeptormedium eingefullt und der Darmabschnitt in das eben-
falls auf 37 ° C erwdrmte arzneistoffhaltige Donatorkompartiment (25 ml) eingetaucht
(Abb. 20).

Probennahme Begasung
Carhogen-Gas -+
Verdunstungsschuiz
(Aluminiumfolie)
Stopfen zur Befestigung der
Darmhalterungen
,—Thermnsmt
________ Entliifrung
________________ Darmhalierung
____________ Firxderung Darmende
______ Diinndarmstiick
_ Mucosaseite:
— = = — Arzneisiofflisung
T T (Donator)
- — — Serosasedte:
—— Krehs-Henseleit-
- — Puffer
i (Akzeptor)

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

everted sac-Technik
Der KREBS-HENSEL EIT-Puffer (pH 7,4), der auch als Ldsungsmedium fir den Donator

diente, wurde stets frisch bereitet und in der Versuchsapparatur bereits 30 Minuten vor
V ersuchsbeginn oxygeniert. Zur Sauerstoffversorgung wurde Carbogengas (95 % O,, 5 %
CO,) verwendet, welches auch gleichzeitig zur Durchmischung des Donatorkomparti-
ments diente. Es wurden nach jeweils 30, 60 und 90 Minuten Probenvoluminavon 0,2 ml
aus dem Akzeptorkompartiment entnommen und durch neues Akzeptormedium ersetzt.
An dieser Stelle erfolgte eine Durchmischung des Akzeptorkompartiments durch eine
fUnfmindtige Carbogenbegasung auf der Serosaseite.

Eine Probennahme nach 15 Minuten erwies sich in Vorversuchen nicht als sinnvoll, da
der Arzneistoff erst nach einer gewissen Verzdgerungszeit (,lag time*) zur Durchdrin-

gung der Barriere auf der Serosaseite angelangt.
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Aufgrund der Resultate mit dem Permeationsmodell nach FURST und NEUBERT wur-

den fur die everted sac-V ersuche folgende Donatorl 6sungen ausgewahit (Tabelle 5):

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

Donatorldsung Kur zbezeichnung
Chinin 1.1 mmol Chin. pur
Chinin 1.1 mmol+ 0,5 % BI-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+ GS+LE

1 mg/ml Lecithin

Chinin 1.1 mmol+ 15 mM GDCA+ GS+PA

1.8 mM Palmitinséure

Chinin 1.1 mmol+ 15 mM GDCA+ GS+LE+PA
Img/ml Lecithin+ 1.8 mM Pamitin-

saure

Die Versuche wurden fir jedes Donatorpraparat mit mindestens drel Versuchstieren
durchgefthrt. Die Integritét bzw. Funktionalitét des Darmgewebes sollte vor Beginn von
Testrethen nach der Isolation aus einem Versuchstier im verwendeten Modellaufbau
nachgewiesen werden.

Maoglichkeiten dazu sind neben der Messung elektrischer Zellpotentiale und histologi-
schen Studien der Nachweis carriergestutzter 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 durchgefiihrt und
zeigte Uber 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
tq12, die sich mathematisch von der Halbtransportzeit ty, (Gleichung 6 und 7) ableitet,
ermittelt [3, 36, 208].
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tyo = IN2 = tqyn (6)
Kt

|
ki =t xIn cce/ (Cce - Cak) (7
Cce...Gleichgewichtskonzentration cak...Konzentration im Akzeptor t...Zeit k... Transportkonstante

Die Halbtransportzeit ty/, steht fur den Zeitraum, in dem 50 % der im Donator eingesetz-
ten Arzneistoffkonzentration in den Akzeptor tbergeht und leitet sich von einer Verein-
fachung des 1. FICK schen Diffusionsgesetz (Gl. 1) ab [36].

Dafir den Chinintransport im everted sac-Modell von einem passiven Transportprozess
ausgegangen werden kann und aufgrund der unterschiedlich grof3en 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 modellabhéngige Grofe im vorlie-
genden everted sac-Modell nur ein theoretischer Vergleichsparameter, da die praktisch
mogliche Versuchszeit beschrankt ist. Die Berechnung erfolgte mit den Werten der Mes-
sung zum Zeitpunkt 90 Minuten. Dain der vorliegenden Arbeit das Verhdtnis der Volu-
mina von Donator (Mucosaseite) zu Akzeptor (Serosaseite) 5:1 war, bezieht sich in die-
sem Fall die transportierte Donatorkonzentration (bel t;=1.1 mmol / | Chinin) auf eine
Gleichgewichtskonzentration cce in 30 ml (also einen Wert von 0,92 mmol / 1), wobei der
Anteil im Darmgewebe dabei unberticksichtigt bleibt.

Hinsichtlich der Veranderungen im Transportverhalten des Arzneistoffes durch die ein-
zelnen Donatorzusétze besitzt diese theoretische Glechgewichtstransportzeit eine gute
Aussagekraft, vergleichbar mit dem Flux im Permeationsmodell mit der kinstlichen

Membran, da die veranderte Transportgeschwindigkeit gut verdeutlicht werden kann.



3. 2. 2. Ergebnisse und Diskussion

Die Resultate mit der everted sac-Technik bestétigten die Ergebnisse der Untersuchungen
mit dem Permeationsmodell nach FURST und NEUBERT. Auch hier zeigte sich durch
den Zusatz von Gallensduren oberhalb der CMC eine deutliche Reduktion der Akzepto-
ranreicherung von Chinin. Das ist insofern bemerkenswert, da durch den Gallensaurezu-
satz eher eine Transportverbesserung durch die biologische Membran vermutet wurde.
Nur ein Zusatz von 0,5 mM GDCA ergab eine geringfligige Konzentrationserhéhung auf
der Serosaseite. Die starkste Reduktion der Chininpermeation war bel Anwesenheit des
bindren Systems Glycodeoxycholsaure + Palmitinsdure bzw. des ternéren Mischmizellsy-
stems zu registrieren.

Das Ausmal3 der Transportreduktion zeigte bei 30 Minuten keine erwahnenswerten Un-
terschiede, bei 60 und 90 Minuten trat dann allerdings der Effekt deutlich zutage (Abb.
21).

- Alzeptorkorzeniration N
BT Cannfugiom TR v

1 PA..Pamitinssre (18mivl)
16 LE  Ledithin (lmgim)

min 60min 0min

Zéitt[mir]

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

auch die theoretische Gleichgewichtsstransportzeit tg1/,, also der Zeitraum, bis zu dem
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beidseits der Barriere eine annghernd gleiche Chininkonzentration erreicht wirde (Ta
belle 6):

Tabelle 6 Theoretische Gleichgewichtstransportzeit ty, everted sac-Versuche

Préparat tque [Min]
Chinin pur 945 +2,6
Bl-4 105,9+34
GS* 92,6 +1,4
GS 198,1 +9,5
GStLE 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 fihrten somit nicht zu einer erhdhten Aufnahme von Chinin durch
dessen Anreicherung in den Gallensduremizellen bzw. Mischmizellen. Dafir kam es
auch bei diesem Modell zu einem erneuten Auftreten des Effektes einer starken Trans-
portverminderung [251, 252].

Waéhrend im vorangegangenen Kapitel der verringerte Flux im Permeationsmodell nach
FURST und NEUBERT bei Anwesenheit von Mizellen durchaus auch die Moglichkeit
eines starkeren Chinintransportes mit Hilfe mizellarer Systeme durch die biologische
Membran des Darmgewebes erwarten lief3, konnte die bei Vorhandensein von Gallensau-
remizellen auf der Mucosaseite beobachtete Wirkstofftransportverringerung neben einer
verstarkten Anreicherung im Gewebe auch fur eine starkere 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 Gallensauren bzw. Mizellen an
nahrungsbedingte Komponenten (bspw. ballaststoffreicher Fézes) eine verstérkte Aus-
scheidung. Da die vorhandene Gallensaurekonzentration und die Zusammensetzung der
Mischmizellen wesentlich den Anteil des in den Mizellen angereicherten Arzneistoffs

beeinflussen kann, konnte der bisher beobachtete Effekt erklaren helfen, warum in der
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Literatur zu einigen Arzneistoffen wie Propranolol oder Amphotericin B unterschiedliche
Angaben zu Verbesserung bzw. Verschlechterung der Bioverfiigbarkeit durch den Zusatz
von Gallensauremizellen zu finden sind [84, 210, 249, 250].

Durch den Einsatz des isolierten Darmabschnittes konnte eine gute Annaherung an die
Verhdtnisse unter physiologischen Bedingungen gefunden werden. Es soll nun im fol-
genden Kapitel mittels DurchfUhrung von Zellkulturversuchen untersucht werden, ob die
bisher beobachteten Einfllisse durch die GDCA-Mizellen bzw. Mischmizellen auch in
einem weiteren, den physiologischen Verhdtnissen nahekommenden in vitro-Modell der
intestinalen Resorption nachgewiesen werden kénnen bzw. das Modell fir die Detektion
von Einflissen auf den Arzneistofftransport der lipophilen basischen Modellsubstanz
Chinin-HCI durch die Gegenwart von Pektin bzw. mizellaren Gallensduresystemen ge-

eignet ist.
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3. 3. Permeationsver suche mit dem Diffusionskammer system Snapwell™

unter Verwendung des Zellkultur systems Caco-2

3. 3. 1. Grundlagen und Versuchsdurchfihrung

Neben den Untersuchungsreithen mit isolierten Darmabschnitten am everted sac-Modell
wurden auch Untersuchungen zur Transportbeeinflussung von Chinin durch Pektinderi-
vate oder Gallensduremizellen bzw. Mischmizellen mit einem Zellkultursystem einer
Caco-2 Zéllinie (humane Dickdarmkarzinom-Zellinie) durchgefuhrt.

Die Verwendung von Zellkulturen mit menschlichen Zellen aus Dickdarmkarzinomen
(Adenokarzinomen) zu Studien Uber das Aufnahme- und Transportverhalten von Arznei-
stoffen im Intestinaltrakt zahlt zu den gangigen Methoden, anstelle oder im Vorfeld von
in vivo-Versuchen Resorptionsprozesse unter physiologischen Bedingungen nahekom-
menden Verhaltnissen zu untersuchen. Die verwendeten Caco-2 Zellen ndhern sich dabei
im Laufe ihres Entwicklungsprozesses in ihrer Physiologie sehr den ,,normalen” Entero-
zyten an [243, 253-267].

Der Vorteil dieser Methode ist die Moglichkeit der Verwendung lebender Zellen zur Si-
mulation bestimmter Mechanismen, die beispielsweise carrierabhangig 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, daf3 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-
sammenhangt [ 243, 253-267].

Im folgenden Abschnitt soll kurz die Préparation des M odel | systems beschrieben werden:
Die Caco-2-Z€llinie wurde von der DSMZ (Dt. Sammlung von Mikroorganismen und
Zdllkulturen, Braunschweig/D) bezogen. Eine Vermehrungs- bzw. Erhatungskultur der
Caco-2-Zellen erfolgte in T 75-Kulturflaschen bel 37 °C in Gegenwart einer Atmosphére
von 5 % CO, und 95 % normaler Atemluft (hoherer CO,-Gehalt zur Unterstiitzung der
anaeroben Prozesse) sowie 100 % Luftfeuchtigkeit. Zur Versorgung der Zellen im Inku-
bator (Standardkulturbedingungen) diente das Nahrmedium Dulbeccos Mem seromed®

mit einem Zusatz von 10 % inaktiviertem fetalen Kaberserum.
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Bel ca. 80 %iger Konfluenz des ,, Zellrasens® (6 Tage) wurden die Zellen vom Boden der
Kulturflasche abtrypsiniert und eine Einzell-Suspension hergestellt. Anschlief3end er-
folgte die Aussaat von jeweils ca. 6,3 x10* Zellen / cm2 in 0,5 ml Kulturmedium auf die
Snapwell-Membranen (Snapwell™, Polyester, 12 mm Durchmesser, PorengroRe 0,4
pm), die vorher mit Collagen Typ | 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 Verhdtnissen 19 Tage
inkubiert (Standardkulturbedingungen).

Bis zum Erreichen eines konstanten transepithelialen Durchgangswiderstandes (engl.
TEER, nach durchschnittlich 15 Tagen erreicht) wurde dieser ale zwei Tage bestimmt.
Die homogen mit Zellen bewachsenen Snapwell-Membranen wurden nach der Uberprii-
fung des TEER am Tag 19 flur 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 (wahrend
der Versuche erfolgte die Temperierung Uber ein Thermostat im Halteblock der Kam-
mern) und wahrend der Versuchsdauer Uber ein Begasungssystem ahnlich dem everted
sac-Modell begast (Carbogen 95 % O,, 5 % CO,), was auch zur Durchmischung der
Kompartimente diente.

Die Transportrichtung der Modellsubstanz Chinin (Ausgangskonzentration 2,2 mmol/Il)
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 bel den Versu-
chen jeweils 5 ml. Die Versuche wurden fir jede Variante mit mindestens drei Snapwells
durchgefihrt.

Es wurde dle 15 Minuten der elektrische Widerstand [W] 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 Snapwell ™ ist in Abbildung 21 dargestellt:
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Abb. 22 Prinzip des Zellkultursystems sowie Aufbau der vertikalen Diffusionskammer

Eine Ubersicht der eingesetzten Donatorl 3sungen gibt Tabelle 7:

Tabelle 7 Varianten fir die Versuche mit Snapwell™

Donatorl8sung

Chinin 1,2 mmol / |

Chinin 1,2 mmol / | + 0,1%BI-4

Chinin 1,2 mmol /| + 1 mM GDCA

Chinin 1,2 mmol / | + 15 mM GDCA

Chinin 1,1 mmol /| + 15 mM GDCA + 1 mg/ ml Lecithin
Chinin 1,2 mmol /| + 15 mM GDCA + 1,8 mM Palmitinsaure
Chinin 1,2 mmol / | + 15 mM GDCA + 1,8 mM Palmitinséure +
1 mg/ ml Lecithin

Kurzbezei chnung

Chin. pur
Bl-4

GS*

GS

GSt+LE
GS+PA
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
fur Versuche mit Gallensauremizellen.

Durch den Gallensdurezusatz fand schon nach kurzer Zeit eine Zerstérung 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 Widersténde [W] ausgewahlter Zellkulturversuche (n=3)

Praparat

Chininpur Bl-4 GS GS GS+LE GSt+PA GS+LE+PA
Zeit [min]
15 250 +8 244 +8  249+10 75+4 207+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 7243 77 +6 101 +4
75 158 +8 213 +10 123 +5 67 +5 70 +4 76 +3 94 +8
Q0 141 +7 211+3 103 +6 66 +4 69 +3 76 +1 89 +3
105 117 +5 212+7 8945 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, dal’ die Lebensfahigkeit der Zellen
unter den Bedingungen einer Exposition von Gallensduren weiter gegeben ist, so ist doch
durch die Auflésung der Geschlossenheit des Zellverbandes (sicher auch erméglicht
durch die im Gegensatz zum isolierten Darmabschnitt fehlende schitzende Schlelmhaut-
schicht gegentiber den Gallensauren) das Ergebnis der Versuche nur von orientierendem
Charakter [88, 293].

Trotzdem ist das Ergebnis der Versuche recht interessant. Denn obwohl die Geschlossen-
heit der Zellverbéande (,monolayer®) bei Anwesenheit der Gallensauremizellen bzw.
Mischmizellen schon nach sehr kurzer Zeit nicht mehr vorhanden war, verhielt sich der
Effekt analog den Permeationsversuchen mit dem Modell nach FURST / 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:

Cenin [MO/] Chininkonzentration [pg/l] auf der Serosaseite nach 120 Minuten
5

4,5 L

4

3,5

3

2,5

2 T
15

1

0,5

Chin. pur Bl-4 GS GSt+LE GS+PA GS+LE+PA

Abb. 23 Chininkonzentrationen [pug/ml] auf der Akzeptorseite des Diffusionskammersystems
Snapwell™

In Zusammenfassung der Untersuchungsreihen mit dem Zellkultursystem erwies sich
dieses als nicht gunstig fur Studien in Anwesenheit hoherer Konzentrationen von mizel-
laren Gallensauresystemen, im vorliegenden Falle mit GDCA. Auch der Zusatz von Fett-
saure oder Phospholipid zur Bildung stabilerer mizellarer Systeme konnte die rasche Zer-
stérung der Geschlossenheit der Zellschicht nicht verhindern.

Daher besitzen die Ergebnisse nur orientierenden Charakter und in Anbetracht des hohen
Handlingsaufwandes gegeniiber beispielsweise dem Permeationsmodell nach FURST
und NEUBERT oder dem everted sac-Modell ist der Einsatz von Zellkulturen zur Detek-
tion von Einfltssen mizellarer Gallensduresysteme auf den Arzneistofftransport nicht zu

empfehlen.
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4. Phar makokinetik-Versuche

4. 1. Grundlagen

Nach der Durchfihrung der Untersuchungen mit den in vitro-Modellen war es im ab-
schlief3enden experimentellen Tell dieser Arbeit das Ziel, die bisher erhaltenen Ergebnis-
se auf ihre Ubertragbarkeit unter physiologischen Bedingungen zu betrachten. Zu diesem
Zweck wurde am Hans-Knoll-Institut fir Naturstoff-Forschung Jena eine Serie von Tier-
versuchen mit einem Kaninchenmodell durchgefihrt.

Dabei wurde der Arzneistoff Chinin in geléster Form in einer wassrigen Donatorfllissig-
keit, deren jeweilige Zusammensetzung sich von den vorangegangenen Versuche ablei-
tete, intraduodenal appliziert und anschlief3end der Chiningehalt im Blut ermittelt.

Die intraduodenale Applikation wurde gewahlt, um in einem bestimmten Abschnitt des
Gastrointestinaltraktes (Duodenum) die Situation nachzubilden (Wirkstoff Chinin +
Gallensduremizelle bzw. Gallensaure / Phospholipid / Fettsdure-Mischmizelle), die unter
dem Einflul3 bestimmter Nahrungskomponenten im lebenden Organismus entstehen
kann.

Neben den in vitro-Methoden, wie beispielsweise Zellkulturen oder der Einsatz isolierter
Organe, ist fur eine zuverl&ssige Voraussage von Arzneistoffwirkungen bzw. Wechsel -
wirkungen, auf¥er der Testung der Pharmakokinetik am Menschen selbst, die Untersu-
chung am intakten Tier die den humanen physiologischen Verhdtnissen am néchsten
kommende Verfahrensweise. Sicherlich ist eine absolute Ubertragbarkeit auf den
menschlichen Organismus nicht moglich, aber bestimmte Effekte konnen im geeigneten
Tiermodell sehr gut detektiert werden.

Bel der Auswahl und der Durchfihrung von Tierversuchen ist natlrlich 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 moglich zu halten.

Aus diesem Grunde wurden in der vorliegenden Arbeit nur Versuche mit Donatorzusét-
zen basierend auf mizellaren Systemen von GDCA bzw. GDCA+Pamitinsdure und/oder
Lecithin durchgefihrt, um die Zahl der Tiere so gering wie mdglich zu halten und auf den

Einsatz einer pektinhaltigen Chininlésung verzichtet, da die vorangegangen Ergebnisse
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keine so grol3e Wirkstofftransporténderung ergeben hatten wie die Anwendung der Gal-
lensduremizellen bzw. Mischmizellen.

Der entscheidende Vorteil der Untersuchung von Transportprozessen mittels Tierversu-
chen im lebenden Organismus ist die Beobachtungsmdglichkeit einer eventuellen Ande-
rung der pharmakokinetischen Parameter des Arzneistoffes durch bestimmte Einfluf3fak-
toren.

Im Vorfeld pharmakokinetischer Untersuchungen steht eine exakte Versuchsplanung
unter der Berticksichtigung 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, dal3 der physiologische Zustand (Alter,
Geschlecht, Gewicht, Gesundheitszustand etc.) ebenso wie die Haltung (Fitterung, Auf-
bewahrung etc.), die Nahrungszufuhr wahrend des V ersuches und die V ersuchsdurchfiih-
rung (einschliefdich der weiteren Verwendung der Tiere) den durch die Aufgabenstellung
vorgegebenen Standardbedingungen entspricht.

Im vorliegenden Fall wurden weibliche Kaninchen (Rasse: Weil3e Neuseelander) mit
einem Korpergewicht von ca. 3,5 kg verwendet. Die Tiere wurden bis Versuchsbeginn in
einem klimatisierten Raum untergebracht und erhielten Standardfutter sowie Trinkwasser
ad libitum.

Fur jeden Versuch der Versuchsreihe wurden vier Tiere eingesetzt. Die Applikation des
Wirkstoffes erfolgte tiber einen Katheder mit einer einmaligen intraduodenalen Dosis von
5mg/ kg KG (Korpergewicht).

Durch diese Verfahrenswei se wurde zum einen erreicht, dal3 die definierte Donatorl 6sung
in den gewinschten Darmabschnitt Duodenum gelangen konnte, und andererseits nicht
der Charakter der applizierten Donatorl6sung wahrend einer Passage hohergel egener Ab-
schnitte des Gastrointestinaltraktes veréndert wurde.

Als Versuchsdauer wurde ein Zeitraum von 360 Minuten festgelegt. Wahrend dieser Zeit
wurden ale 30 Minuten 2 ml Blut entnommen, dem Versuchstier 2 ml isotonische NaCl-
Losung i. v. verabreicht und der Blutspiegel von Chinin fur die Ermittlung der Invasions-
kinetik bestimmt. Die verabreichte Dosisvon 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 Fléche
unter der Konzentrations-Zeit-Kurve von t = 0 bis Versuchsende t = 360 Minuten (,, area

under the curve®, AUCq.3s0min), die terminale Eliminationshalbwertszeit (ty), die Ge-
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samtkorperclearance (totale Clearance, Cliy), das Plasmaspiegelmaximum (Cmax), der
Zeitpunkt des Plasmaspiegelmaximums (tmax) Sowie die mittlere Verweilzeit (, mean re-
sidencetime, MRT) mit Hilfe der kompartimentunabhangigen Methode [3, 289].

Zur Auswertung der erhaltenen pharmakokinetischen Daten wurde das PC-Programm
TOPFIT 2.0 benutzt [290].

4. 2. Versuchsdurchfihrung

Die Methodik der angewendeten V ersuchsdurchfiihrung zur Bestimmung der Pharmako-
kinetik in Kaninchen nach intraduodenaler Applikation ist in der Literatur ausfuhrlich
beschrieben [291, 292].

Dabei wurden die Versuchstiere (ab 8 h vor Versuchsbeginn keine Verabreichung von
Futter) auf einem beheizten Operationstisch fixiert (um die Korpertemperatur aufrechter-
halten zu kénnen) und zu Beginn mit einer i. v. Applikation von Pentobarbital (50 mg /
kg KG) inisotonischer Kochsalzl6sung narkotisiert.

Die weitere Narkose wéahrend der V ersuchsdauer wurde mit einer Losung von 0,5 mg/ kg
/ h Xylazin (Rompuno, Bayer, Leverkusen) und 0,2 mg / kg / h Ketamin (Velonarcono,
Berlin-Chemie, Berlin), gel0st in isotonischer Kochsalzl 6sung, aufrechterhalten.

Um die Blutzirkulation immer zu ermdglichen und mdglichen Blutgerinnseln vorzubeu-
gen, wurde dem Tier wadhrend des Versuches durch eine Infusionspumpe Uber die Ober-
schenkelvene heparinisierte (500 I. E. Heparin pro 100 ml) isotonische NaCl-L 6sung (36
ml / h) zugefihrt. Zur Kontrolle des Kreislaufs des Versuchstieres wurde der arterielle
Blutdruck wahrend des laufenden Experiments standig mit Hilfe einer in der Halsschlag-
ader angebrachten Kantle Gberwacht. Die wassrige Donatorldsung mit Chinin bzw. Chi-
nin in Anwesenheit mizellarer Systeme wurde Uber einen im Duodenum implantierten
Katheder entsprechend intraduodenal appliziert.

Die Aufbereitung der halbstiindlich entnommenen Blutproben (2 ml) nach sofortiger Ver-
setzung mit 3,13 %iger Citratl6sung im Verhdltnis 1:1 geschah durch Zentrifugieren (10
min bel 3000 Umdrehungen), anschlief3ender Entnahme des klaren Zentrifugatiberstan-
des und darauffolgendes Einfrieren bei -20 °C bis zur Analytik mittels HPLC.

Die Zusdtze zu den Donatorldsungen von Chinin-HCI (1 mg / ml) in Phosphatpuffer pH
7,2 nach SORENSEN sind in Tabelle 9 beschrieben:
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Tabelle 9 Versuchsl6sungen zur intraduodenalen Applikation per Sonde fiir die in vivo-Versuche

Losung-Nr. Mizellzusatz Bezeichnung
I keiner Chin. pur

I 15 mM GDCA GS

Il 15mM GDCA + 1 mg/ ml Eilecithin GStLE

v 15 mM GDCA + 1,8 mM Palmitinsdure GS+PA

\% 15mM GDCA + 1 mg/ ml Eilec. + 1,8 mM Pamitinsdure ~ GS+LE+PA

4. 3. Ergebnisse und Diskussion

Als erster Schritt wurde die Blutspiegelkinetik einer Gabe von Chinin-HCI in Pufferl6-

sung ohne den Zusatz von Gallensauren untersucht. Dabei zeigte sich ein aus anderen
Studien bekannter Verlauf des Wirkstoffprofils (Abb. 24).
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Plasmaspiegd von Chinin im Kaninchen
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Abb. 24 Verlauf des Plasmaspiegels von Chinin im Kaninchen nach intraduodenaler Applikation (Dosis

5mg/ kg KG)

Im ersten Abschnitt des Zeitverlaufes ist dabel die Uberwiegende 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-
wohnlich innerhalb der ersten Stunde erreicht, beim Menschen liegt vergleichsweise dazu
dieser Bereich zwischen 1 bis 3 Stunden [201, 281-283].

Als néchster Tellschritt wurde eine mégliche Verénderung der Bioverflgbarkeit des
Wirkstoffes bei der Gabe in einer wassrigen Pufferlésung durch die Anwesenheit von
Gallensauremizellen untersucht. Daflir wurde die LOsung wie in den vorangegangenen in
vitro-Versuchen mit einer GDCA-Konzentration von 15 mM versehen.

In Abbildung 25 sind beide Plasmaspiegelverlaufe (Chinin und Chinin + Gallensdure)
dargestellt.
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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 Gallensiure GDCA oberhalb der CMC ein deutlich
verminderter Transport von Chinin in das Zielkompartiment, in diesem Falle ein geringe-
rer Plasmaspiegel.

Eswird deutlich, dafl3 das Plasmaspiegel maximum Cnax des Arzneistoffes bei GDCA-
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Zusatz oberhalb der CMC in der Applikationslosung auf der Zeitachse sehr weit nach
hinten verschoben auftritt.

Im Vergleich der cna-Mef3zeitpunkte 30 Minuten (Chinin pur) und 120 Minuten (Chinin
+ GS) ist dies ein erheblicher Unterschied. Auffallig ist auch dasim weiteren Verlauf des
Plasmaspiegelprofils zum einen zeitversetzte (wie beim Konzentrationsmaximum) und
zum anderen hier auch stérker hervortretende Erscheinungsbild des enterohepatischen
Kreislaufes von Chinin.

Das zeitversetzte Plasmaspiegel maximum konnte ein Indiz dafir sein, dal? auch hier bei
den Versuchen in einem lebenden Organismus, wie schon in vorangegangenen Kapiteln
der in vitro- Transportuntersuchungen erwahnt, eine langerdauernde bzw. ausgepragtere
Assoziation der Chininmolekile in den GDCA-Mizellen stattfindet als bisher angenom-
men.

AulRerdem ist es auch ein mogliches Anzeichen dafur, dafd die im Rahmen des entero-
hepatischen Kreidaufs in das Darmlumen sezernierte Gallensdure dort vorhandene Chi-
ninmoleklle bindet, in diesem Falle aber der intestinalen Resorption eher forderlich ist
(daher dann der spétere Anstieg), da durch das bis dahin erfolgte Ausscheiden eines Tells
der gegebenen GDCA die Konzentration von 15 mM eventuell deutlich unterschritten
wird und hier anstelle der Bindung in der Mizelle eher die resorptionsférdernde Tensidei-
genschaft im Intestinaltrakt Uberwiegt.

Weiterhin sind zwel kleinere Plasmaspiegelmaxima bei 180 und 300 Minuten zu erken-
nen, die zum einen flr einen zeitversetzten enterohepatischen Kreislauf, zum anderen fur
im Rahmen dieses Kreidaufes mittransportierte Chininmolekile stehen kénnen, also eine
Rickresorption von Chinin stattgefunden hat.

In weiteren Teilschritten wurde anschlief3end dann der Einflul® der Gegenwart von Gal-
lensdure/Phospholipid/Fettsaure-Mischmizellen (als binére und terndre 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 Palmitinsaure zur Bildung binarer bzw. mit beiden zur Bildung ternérer
Mischmizellsysteme erganzt und analog den vorangegangenen Versuchen intraduodenal
appliziert.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen sind in Abbildung 26 wiedergegeben.
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Abb. 26 Vergleich der Plasmaspiegel mit und ohne Zusatz von mischmizellaren Systemen

Bel 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 Zusétze in der wassrigen Applikationslésung.

Wahrend 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 Plasmaspiegel verlaufen.

Bei den bindren Mischmizellen war die stérkste Reduktion der Blutspiegel konzentration
zu beobachten und das Konzentrationsmaximum war ebenfalls um den Faktor 2-3 ver-
setzt. Dagegen zeigte das terndre System (GS+LE+PA) eine der zusatzfreien Chiningabe
dhnliche Invasions- bzw. Eliminationskinetik, allerdings bei signifikant niedrigerer Plas-
makonzentration, die sich dann spater dem Profil von Chinin ohne Mizellzusatz anné&
herte.

Mit fortschreitender Versuchsdauer wurden die Unterschiede im Kurvenverlauf bei alen

drei Mischmizelldsungsvarianten immer geringer. Dies ist sicher auch durch die dann
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Uberwiegende Elimination bzw. Ausscheidung sowohl des Arzneistoffes as auch der
zugesetzten Mischmizellbildner bzw. durch die im lebenden Organismus ablaufenden
M etabolisierungsprozesse der eingesetzten Substanzen bedingt.

Bei den bindren Mischmizellsystemen (GS + LE bzw. GS + PA) fallt auf, dal3 sich die
Konzentrations-Zeit-Profile in vielen Punkten zwar nicht signifikant unterscheiden, der
Lecithinzusatz insgesamt gesehen aber mit einen geringeren Plasmaspiegel als der Pal-
mitinsdurezusatz verbunden war. Als Erklarung hierfir konnte moglicherweise die ver-
einzelte Bildung von lonenpaaren Chinin+Palmitinsdure stehen, die neben der Resorpti-
onsverzogerung 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 ternar (GS + LE + PA) und binér (GS + LE bzw.
GS+ PA).

Eine Ursache fur den hoheren Chinin-Plasmaspiegel nach intraduodenaler Einmalgabe
zusammen mit einem mizellbildenden Gemisch aus Gallensaure / Lecithin / Palmitinsdu-
re konnte in diesem Falle ein stérker ausgepragtes Losungsvermogen bzw. eine héhere
thermodynamische Beguinstigung fir eine Assoziation des Arzneistoffes in der ternéren
Mischmizelle darstellen, vorausgesetzt, dal3 im gleichen Umfang Mizellen wie bei den
bin&ren mischmizellaren Systemen aus dem Darmlumen aufgenommen werden.

Des weiteren konnten auch die schon erwdhnten gleichzeitig gebildeten lonenpaare in
Frage kommen, auch koénnte eine erleichterte Aufnahme ternarer Mischmizellen mit in-
korporiertem Arzneistoff neben einer grofdere Chininkonzentration in der Mizelle bel
anndhernd gleichem Mizellresorptionsumfang in Frage kommen.

Der durch den enterohepatischen Kreislauf verursachte Plasmaspiegelanstieg, der bel
alleiniger Chiningabe bzw. reinen Gallensuremizellen 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 wahrend der
Versuchsdauer ein unregelméaldiger Verlauf des Konzentrations-Zeit-Profils registriert.
Insgesamt gesehen verursachten auch die mischmizellaren Zusétze zur applizierten wass-
rigen Chininlésung eine signifikante Abnahme der Bioverflgbarkeit von Chinin bel in-
traduodenaler Einmalgabe.

Eine zusammenfassende Ubersicht zum Vergleich wichtiger pharmakokinetischer Para-

metern aller durchgefihrten in vivo-Versuche gibt Tabelle 10.
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Tabelle 10 Pharmakokinetische Parameter von Chinin ohne und mit mizellaren Zusédtzen nach

intraduodenaler Einmalgabe

Parameter Chin. pur GS GStLE GS+PA GStLE+PA

n 5 3 3 3 3

AUCossomin[gmi™bmin] 56,92 +1,7 3633 +1,1 1444 +08 2315 + 09 30,87 +0,8

MRT [min] 161 +101 168 +84 165 +87 183 + 128 167 +4,6
ty, [] 45 +05 58 +07 48 +01 103 +07 62 +06
Cmax [NQY/M] 2484 +62 1544 +40 1009 +25 1047 +28 1467 + 36
e [MIN] 30 120 60 60 30

Clie [mi/min] 551 +44 645 +36 120 +52 510 +68 61,7 +29

n = Anzahl der Tiere pro Versuchspréparat
p < 0,05 (t-Test nach STUDENT)

Durch den veranderten Verlauf der Plasmaspiegelkurve ergibt sich auch dementspre-
chend eine gednderte Fl&che unter der Konzentrations-Zeit-Kurve AUCqy.zsomin des unter-
suchten Zeitraums von 360 Minuten (auf die Kurvenextrapolation und die Berechnung
der AUCy.g soll hier nicht weiter eingegangen werden, da sich im Verhaltnis 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, dal3 auf diesen pharmakokinetischer Parameter ein sehr grof3er
EinfluR ausgelibt wurde. Zur besseren Ubersicht dazu soll Tabelle 11 dienen, in welcher

das Verhdltnis der Erniedrigung der AUCq.3s0min Wiedergegeben wird:

Tabelle 11 Quotient der AUC sgomin-Erniedrigung durch Zusatz mizellarer Systeme bei intraduodenal er
Einmalapplikation im Kaninchenmodell

Préaparat: Chin. pur GS GS+LE GS+PA GS+LE+PA
Quotient: 1 2,3 39 2,4 1,8

Waéhrend sich bei der mittleren Verweilzeit MRT zwischen den einzelnen Pr8parationen
(s. Tab. 10) kaum ein Unterschied zeigte, ist die starke Anderung der AUC (und damit

verbunden der geanderte verfligbare Plasmaspiegel des Arzneistoffes, also letztendlich
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der Bioverflgbarkeit im Organismus) doch bemerkenswert. Bel der Halbwertszeit, ty,
ergibt sich fur die Versuchsvarianten bindres System GDCA + Palmitinsaure und terndres
System GDCA + Lecithin + Palmitinsdure ein merklich hoherer Wert im Vergleich zur
Donatorpréparation GDCA + Lecithin, bei der dafir wiederum die hochste Gesamtkor-
perclearance, Cli, zu finden ist.

Als eine Erklarung fur die langere Verwellzeit des Chinins in den beiden Systemen mit
Palmitinsaurezusatz konnte die neben der Assoziation des Wirkstoffes in den Mizellen
auftretende zusétzliche Bindung des Chinins durch die Palmitinsdure (die ohne Gallen-
suremizellzusatz im Zuge der lonenpaarbildung sogar die Resorption erhdhen kann
[281, 282] ) stehen. Denn fUr den Effekt einer Einlagerung der Chininmolekile in den
Mizellen und ein vergleichsweise grofderes Verbleiben dieser im Darmtrakt steht der in
alen Féllen des Plasmaspiegelmaximums, Crax, auftretende deutlich erkennbar geringere
Wert im Vergleich mit der Applikation der Chininldsung ohne Zusatz (Chin. pur).

Einen GesamtUberblick tber alle durchgefihrten in vivo-Versuche gibt Abbildung 27:

Cchinin [ng/ml]

300 +

275 1 Plasmaspiegel von Chinin mit und ohne Mizellzugabe

250 4 —m—Chin. pur
—A -GS

225 1 —8 —GS+LE

GS+LE+PA
20 1 GS+LE+PA

175 +

Zeit t [min]

Abb. 27 Einflu von Zusétzen zur Bildung stabiler GDCA-Mizellen und L ecithin/Palmitinséure/ GDCA-
Mischmizellen auf die Pharmakokinetik von Chinin im Kaninchen nach intraduodenaler
Einmalgabe
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Als Ergebnis der Versuchsreithen mit intraduodenaler Einmalapplikation einer wassrigen
Chininlésung ohne und mit Zusétzen zur Bildung stabiler GDCA-Mizellen bzw. GDCA-
Mischmizellen ergibt sich insgesamt gesehen eine signifikante Beeinflussung, vor alem
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 Gallensauren wie Glycode-
soxycholsaure oberhalb der CMC, verstarkt durch Phospholipid wie Lecithin und Fett-
sdure wie Palmitinsaure, wurde auch im Tierversuch wiedergefunden.

Die Affinitdt von Chinin zu Gallensduremizellen bzw. Mischmizellen, welche in der
verwendeten Form auch unter den physiologischen Bedingungen im Organismus in Zu-
sammenhang mit der Fettverdauung auftreten kdnnen, konnte nach den vorangegangenen
in vitro-Modellversuchen auch in vivo als transportbeeinflussender Faktor nachgewiesen
werden. Im Falle der vorliegenden Ergebnisse fuhrte diese Affinitét alerdings zu einer
Verringerung des Plasmaspiegels des Arzneistoffes und damit zu einer Reduzierung der

Bioverflgbarkeit.

63



5. Zusammenfassung und Schluf3betr achtungen

Fur die abschlief3ende 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 fir ein in vitro veréndertes Transport-
verhalten eines ausgewahlten Arzneistoffes zu finden und diesen Effekt dann in vivo zu
bestétigen, also eine veranderte Bioverfligbarkeit nachzuweisen; und ist es zum anderen
moglich, durch eine bestimmte Verfahrensweise bzw. Relthenfolge einzelner Modellsy-
steme unter validierten Bedingungen fur die Detektion von pharmakokinetischen Wech-
selwirkungen zwischen Arzneistoffen und mit der Nahrungsaufnahme zusammenhangen-
den Komponenten schnelle und prézise Aussagen zu ermoglichen, d. h., ist das System
»praxistauglich* ?

Fir den zweiten Teil ist es natlrlich auch von Interesse, fir welche Arzneistoffeigen-
schaften (hydrophil-lipophil, sauer-basisch etc.) diese Verfahrensweise besonders geeig-
net ist. Zum ersten Fragepunkt, der Suche nach einem verénderten in vitro-
Transportverhalten bzw. einem Effekt zur Beeinflussung der Pharmakokinetik eines aus-
gewahlten Wirkstoffes konnte ein eindeutiges Ergebnis erzielt werden. Eingesetzt wurde
bekanntlich der Modellarzneistoff Chinin, ein basische Substanz mit einer sehr guten
Bioverfugbarkeit und ausgewogener Hydrophilie / Lipophilie.

Als nahrungsbedingter Interaktionspartner diente zuerst ein |6dlicher Ballaststoff, Pektin,
mit verschiedenen strukturellen Parametern. Dabei ergab sich, abgesehen von einer im-
mer mdglichen Verringerung der Transportrate durch eine Viskositétserhohung der Do-
natorlésung bzw. des Darminhaltes durch zugesetztes Pektin (was nicht der Gegenstand
dieser Arbeit war), kein fur weitergehende Untersuchungen ausreichend bedeutsamer
Anhaltspunkt fir eine stark veranderte Chininpermeation. Daher wurde dieser Weg auch
nicht weiter verfolgt. Ein anderes Bild ergab sich bei dem Einsatz von Gallensduren, in
der vorliegenden Arbeit speziell vor allem von Glycodesoxycholsdure oberhalb der CMC.
Hier zeigte sich nicht, wie anfangs auch postuliert werden konnte, eine Steigerung des
Transportes durch die (beispielsweise auch membranverandernden) Tensideigenschaften
der Gallensduren im Verdauungsprozess, sondern es kam zu einem, besonders im Falle
der bindren und terndren mischmizellaren Systeme, Uberwiegen des ausgeprégten Effek-
tes einer deutlichen Arzneistofftransportverringerung durch die Anwesenheit der Gallen-

sauremizellen bzw. Gallensauremischmizellen der GDCA. Dieser Umstand fand letzt-
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endlich seinen Ausdruck in einem gut erkennbar veranderten, signifikant niedrigeren,
Plasmaspiegel des Modellwirkstoffes im lebenden Organismus nach intraduodenaler
Einmalgabe. Somit kann der erste Tell der Aufgabenstellung, die Frage nach einem fur
die Pharmakokinetik bzw. Bioverflgbarkeit relevanten Effekt durch einen nahrungsbe-
dingten Parameter folgendermalien beantwortet werden:

Der Plasmaspiegel von Chinin kann durch die gleichzeitige Anwesenheit von Glycode-
soxycholsaure im Intestinaltrakt oberhalb der CMC (15 mM) signifikant verringert wer-
den. Diese Gallensaurekonzentration ist physiologisch durchaus nicht ungewohnlich, so
konnte beispielsweise in einer Studie nach einer Testmahlzeit im menschlichen Duo-
denum ene durchschnittliche GS-Hochstkonzentration von 14,5 mM nachgewiesen wer-
den, wobei die GDCA-Konzentration hierbel allerdings grofen individuellen Schwan-
kungen unterlag (2,3 - 17 mM) [294]. In diesem Zusammenhang ist nattrlich auch die
maogliche Veranderung der Gallensduren in ihrer im Verdauungstrakt vorkommenden
Konzentration bzw. ihrem Konzentrationsverhaltnis untereinander bei verschiedenen
Krankheitsbildern zu erwahnen [295-298]. Eine Verstarkung der Transportreduktion des
Arzneistoffes aus dem Darminhalt durch GDCA-Mizellen ist in Gegenwart von Palmitin-
sdure und / oder Lecithin, die aus der Fettverdauung resultieren, zur Bildung stabiler
mischmizellarer Systeme maoglich.

Die Affinité von Chinin zu mizellaren Systemen der Gallensiuren, in der vorliegenden
Arbeit von Glycodesoxycholsaure, die mittels der mizellaren elektrokinetischen Affini-
tétschromatographie nachweisbar ist [144], zeigte sich as ein Einflul¥faktor, der nach
dem Nachweis in verschiedenen in vitro-Transportmodellen auch unter physiologischen
Bedingungen in einem lebenden Organismus die Bioverfigbarkeit von Chinin entschei-
dend verédndern kann. Der transportverringernde Effekt der duodenalen Anwesenheit der
GDCA-Mizellen bzw. Mischmizellen bei Chinin ist an dieser Stelle nattrlich in die aus
der Literatur bisher bekannten resorptionsbeeinflussenden Effekte der Gallenséuren en-
zuordnen. Denn fir eine Anzahl von Arzneistoffen ist durch den Zusatz von Gallenséuren
eine Erhohung der Bioverfligbarkeit nachgewiesen worden.

Erwahnt werden sollen an dieser Stelle Propranolol [249], Amphotericin-B [250],
Ciclosporin [299, 305], Streptomycin [123], Gentamicin [122], Fluorouracil [300] und
Bleomycin [301]. Fur die erhdhte Aufnahme von Arzneistoffen durch die gleichzeitige

Anwesenheit von Gallensduremizellen bzw. mischmizellaren Systemen, die den Wirk-
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stoff dann auch in den Mizellen involvieren, werden dabei mehrere Mechanismen zur
Erklarung herangezogen:

Die durch passive Diffusion in alen Darmsegmenten bzw. Na'-abhéngigen Cotransport
(Carriermechanismus: Aufnahme eines Na'/GS-Anion-K onjugates von der apikalen Seite
des Enterozyten, Ausschleussung des GS-Anions von der basolateralen zur apikalen Seite
im Tausch gegen ein anderes Anion wie bspw. HCOs , Wiederherstellung des Na'-
Gradienten durch die basolaterale Na' / K*-ATPase) wiederaufgenommenen Gallensau-
ren transportieren den Arzneistoff als Gallensaure-Arzneistoff-Konjugat [302, 303]; eine
gesteigerte Resorption des Wirkstoffes ins lymphatische System (fUr a-Interferon bisher
nachgewiesen, allerdings war der absolute Wert der Aufnahme sehr gering) [305]; eine
Erhéhung des Arzneistofftransportes besonders im flussigkeitsdrmeren rektalen Bereich
des Intestinaltraktes (allgemein gilt hierbei ein Zunahme des Transportes in distaler
Richtung bel Mizellzusatz) durch bessere Verteilung im Zusammenhang mit der erhdhten
Loslichkeit des Arzneistoffes, eine Abnahme der Barrierefunktion der Schleimhaut;
transzellulére Mechanismen wie auch eine Steigerung der Membranfluiditédt und ein er-
hohter parazelluldrer Transport konnen bei hohen Gallensaurekonzentrationen 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-
sduren zur Bildung mischmizellarer Systeme auch von Stérungen der Zellstruktur der
Epithelzellen, Freisetzung von Mukosaproteinen und madglichen entziindlichen Reaktio-
nen im Rektalbereich berichtet.). Demgegentber steht fir andere Arzneistoffe wie Bropi-
rimin, Cefadroxil oder Ciprofloxacin eine Verminderung der Resorption durch Gallen-
sauremizellen bzw. Mischmizellen [299, 315, 316]. Als Ursache fir die erniedrigte Bio-
verflgbarkeit wird u. a. eine verringerte thermodynamische Aktivitdt des Arzneistoffes
nach Aufnahme in den Mizellkomplex, der den Effekt einer erhdhten L ésungsgeschwin-
digkeit des schwer wasserl 6slichen Wirkstoffes tberwiegt (Bropirimin) oder eine stérkere
Verminderung des aktiven Transportmechanismus im Vergleich zur Erhéhung des passi-
ven Transportes (Cefadroxil) diskutiert [315, 316]. In der Mehrzahl der vertffentlichten
Studien wurde fur die Verringerung der Arzneistoffresorption durch Mizellen / Mischmi-
zellen die erniedrigte thermodynamische Aktivitét des Wirkstoffes durch Aufnahme in
die Mizellen, abhéngig vom Vertellungskoeffizienten wassrige Phase / mizellare Phase
und vom jewelligen Diffusionskoeffizienten durch die wassrige Schicht auf der Membran
(, unstirred water layer*), als Ursache diskutiert [131, 317-321].

66



Weiterhin werden eine verminderte Viskositdt der Schleimhaut [322], eine Interaktion
der Gallensauren mit den , tight junctions® tiber eine Bindung an Ca?* und eine Anderung
der membranstandigen Na*/ K*-ATPase zur Begriindung aufgefiinrt [323-326].

Wieist an dieser Stelle der transportverringernde Effekt (der sich einordnet bei Anreiche-
rung in den Mizellen und dadurch verringerte thermodynamische Aktivitét in der wassri-
gen Phase) bel Chinin, welches mittels passiver Diffusion durch die lipidhaltige Mem-
bran (, membrane lipid bilayer*) permeiert, durch den nahrungsverbundenen Faktor der
Gallensaurekonzentration im Intestinaltrakt zu sehen?

Bisher ist zu nahrungsbedingten Einflissen auf die Pharmakokinetik von Chinin wenig
vertffentlicht worden. Eine Studie zur Auswirkung von Grapefruitsaft (hemmt das En-
zym CYP3A4 in der Leber, welches wiederum fur die Metabolisierung von Chinin
hauptsachlich veranwortlich gemacht wird) zeigte keine signifikante Veranderung des
Chinin-Plasmaspiegels, sicher auch dem Umstand verbunden, dal3 Chinin eine sehr hohe
orale Bioverfugbarkeit bei geringer Clearance besitzt und somit eine verzégerte Metabo-
lisierung sich kaum rasch auf den Blutspiegel auswirkt [327].

Neben den schon erwéhnten Untersuchungen mittels mizellarer elektrokinetischer Affi-
nitdtschromatographie [144)], die eine sehr hohe Affinitét der Chininmolekiile zu mizella-
ren Systemen von Gallensduren aufzeigten, finden sich in der Literatur Angaben zu
Wechselwirkungen von Chinin mit Phospholipiden (Gleichgewichts-
Fluoreszenzspektroskopie: Interaktionen sowohl mit zwitterionischen as auch negativ
geladenen Strukturen), wahrend ein Einflufd von Sulfhydrylgruppen der Membranproteine
auf den Chinintransport nicht nachgewiesen werden konnte, weiterhin wird Uber eine
Erhohung des Chinintransportes mit a-Methylpalmitinsdure bzw. durch gleichzeitige
Gabe von Hexylsalicylsdure Uber eine verlangerte mittlere Verweildauer bei i.v. oder
Resorptionsbeschleunigung bei rektaler Applikation durch lonenpaarbildung berichtet
[281, 282, 328, 329].

Obwohl die Wasserldslichkeit von Chininhydrochlorid (I6slich in 25 Teilen Wasser) re-
lativ gut ist, wird sie durch die Zugabe der Gallensdure als Solubilisationsvermittler er-
heblich gesteigert. Daher &3t sich das Ergebnis dieser Arbeit erfolgreich in die bisherigen
Veroffentlichungen zur Reduzierung der Bioverfugbarkeit durch Mizellen auf Gallenséu-
rebasis einordnen: die hohe Affinitét des lipophilen Arzneistoffes Chinin zu den mizella-
ren Systemen wiegt schwerer als ein verbesserter Solubilisationsprozess in der wassrigen

Pufferldsung.
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Allgemein gesehen ergibt sich aus den Resultaten der durchgefihrten Versuche und ihrer
Interpretation sowie der derzeitigen Literaturlage folgendes Schema zur Prognostizierung
von Wechselwirkungen vor alem von Arzneistoffen, die Uber passive Diffusion resor-
biert werden, in wéssriger Losung mit Gallensuremizellen bzw. Mischmizellen bei ei-

nem konstanten pH-Wert:

Hydrophile Arzneistoffe mit ausge- Lipophile

Arzneistoffe wogenem Verhilinis Arzmeistoffe
Hydrophilie/Lipophilie

keine verbesserte stark verbesserte

Bedeutung fiir Loslichkeit Lslichkeit, grofie

Lislichkeit Bedeutung

l mébgliche Anderung der Bioverfiigharkeit

keine Bedentung Erhéhung durch Erhéhung durch

fiir Resorptions- schnellere Lésung schnelleren Lésungs-

geschwindigkeit oder Ionenpaarbhildung, vorgang als
Reduzierung durch geschwindigkeits-
hohe Affinitét zu den bestimmenden Schritt
mizellaren Systemen der Resorption

Abbildung 28: Relation zwischen Hydrophilie/Lipophilie eines Arzneistoffes und Bioverfiigbarkeits-

anderungen durch mizellare Systeme

Die Solubilisation eines Arzneistoffes in wassriger Losung besitzt mit zunehmender Li-
pophilie steigende Bedeutung, da bei diesen Stoffen dann der Losungsvorgang der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt des Resorptionsprozesses ist. Daher ist in solchen
Fallen die Involvierung des Wirkstoffes in mizellaren Systemen resorptionsférdernd. Und
natiirlich besteht neben der Reduzierung der Bioverfligbarkeit durch Anreicherung in
Mizellen auch die Mdglichkeit einer Erhdhung durch einen stérkeren Effekt anderer
Wechsaelwirkungen des Arzneistoffes mit den Mizellbildnern. Als ein Beispiel hierfr
soll die erhohte Propranololabsorption durch Ionenpaarbildung mit Taurodeoxycholsdure

(der first-pass-Effekt zeigte sich dabei aber unverandert) stehen [249].
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Es ist deshalb notwendig, fir die Abwéagung der Relevanz einer Interaktion des einge-
setzten Wirkstoffes mit nahrungsbedingten Komponenten, besonders fir Problemarznei-
stoffe mit geringer therapeutischer Breite durch wenige, aber aussagefahige experimen-
telle Schritte mogliche Veranderungen in der Pharmakokinetik durch Nahrungseinflisse
beriicksichtigen zu kdnnen.

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 verandern, besser voraussagen zu kénnen.

Als Eckpunkte fir eine geeignete Schrittfolge sollen dabei zwei Prémissen gelten: erstens
geringstmoglicher Aufwand und zweitens gute Korrelation der in vitro erhaltenen Daten
mit abschlief3enden Untersuchungen in vivo.

Der erste Schritt wird dabei immer mit von der Uberlegung gepragt: welcher gastrointe-
stinaler Resorptionsmechanismus (Diffusion, Konvektion, carriergestiitzter bzw. aktiver
Transport, Pinozytose [330] ) ist fir 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). Fir die Detektion von Veranderungen von
aktiven Prozessen wie der carriervermittelten Resorption oder membranspezifischer Vor-
gange wie der Konvektion kommen Membranmodelle zur Anwendung, wobei die aktiven
Transportvorgange mit Hilfe von Membranen nattrlichen Ursprunges nachvollzogen

werden. Eine Ubersicht tiber géangige in vitro-Transportmodelle [15, 205] gibt Tabelle 12:

Tabelle 12 Haufig verwendete in vitro-Resorptionsmodelle

Verteilungsmodelle Membranmodelle
SCHULMAN-Z€lle Resomat |1-Modell nach DIBBERN
Drehkolben nach KOCH Sartorius-Modell nach STRICKER

Verteilungsmodell nach DIBBERN Membranmodell hach GOLDBERG und HIGUCHI
Durchfluf3diffusionskammer nach LAPIDUS und LORDI
Membranmodelle nach FURST bzw. FURST / NEUBERT
MOLL-BENDER’"SCHE-Drehscheibenzelle
everted sac-Methode
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Fur 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 kiinstlichen Membran giinstig.
Eingesetzt wurde das Permeationsmodell nach FURST und NEUBERT, und wie sich
spater herausstellte, erwies sich die dort gefundene Verdnderung des passiven Diffusi-
onsprozesses als spater in vivo nachwel sbar.
Als néchster Schritt schlof? sich der Einsatz einer Membran nattrlicher Herkunft an. Dies
ist insofern sinnvoll, as dal? neben dem Einflul? der nahrungsbedingten Faktoren, die eine
Verschiebung des im niichternen Zustand geschwindigkeitsbestimmenden Schritts des
passiven Transportvorgangs bewirken konnen (an dieser Stelle sei nur an die erhdhte
Lodlichkeit von Griseofulvin bel Anwesenheit von lipidreicher Nahrung erinnert [1,
331]), auch eine Anderung bis dahin nicht berticksichtigter aktiver Transportmechanis-
men stattfinden kann. Auch hier erwies sich das gewdhlte 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 gegenliber Gallensdure 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 ausgewahlten
relevanten I nteraktionen Uberpruift.
Zusammenfassend empfiehlt sich folgende Herangehensweise fur die Untersuchung nah-
rungsbedingter Veranderungen in der Pharmakokinetik eines Arzneistoffes mit passiver
Resorption:
1. Membranmodell mit kinstlicher Membran

(pH angenéhert an Verhdtnisse im Gastrointestinaltrakt)
2. Methode unter Verwendung isolierter Darmabschnitte
3. Uberpriifung ausgewahlter in vitro-Ergebnisse in vivo
Abschlief3end 183t sich feststellen: das Transportverhalten des ausgewéahlten Arzneistof-
fes Chinin wird in vitro durch die Anwesenheit von mizellaren bzw. mischmizellaren
Systemen der Glycodeoxycholsaure deutlich verandert, diese Ergebnisse konnten in vivo

bestétigt 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 Nahrungseinfllisse die Biover-
flgbarkeit und damit letztendlich auch die Wirksamkeit eines Arzneimittels entscheidend
veréndert 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 koénnen.
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6. Anhang

6. 1. Methoden

Herstellung der Pektinderivate
Herstellung von sehr hoch verestertem Pektin

Als Ausgangspektin wurde ein handelsiibliches 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
Schwefelsaure behandelt. Nach Tag 3 und Tag 7 wurde die fllissige Phase erneuert. Am
Ende der Veresterungszeit wurde das saure Medium Uber eine Fritte abgesaugt.

Danach wurde zunéachst mit Methanol, dann bis zum negativen Nachweis von Sulfat-
lonen mit 80 %igem Ethanol und schlief3lich mit 96 %igem Ethanol und zum Schlul mit
Aceton gewaschen. Das Produkt wurde anschlief3end an der Luft und dann im Vakuum

getrocknet.

Herstellung von Pektinen mit blockweiser Anordnung freier Carboxylgruppen

Zur Bildung von Pektinprgparaten mit einer blockweisen Anordnung freier Carboxyl-
gruppen wurde eine Entesterung mit Orangen-Pektinesterase durchgefuhrt. Fir die
Durchfiihrung wurden 25 g des sehr hoch veresterten Pektins (25 g bezogen auf den An-
hydrogal akturonsauregehalt) in 1,75 | H,O, welches 0,15 M NaCl und 0,0025 M Na-
Oxalat zur Enzymaktivierung enthielt, gel st und auf 30 °C temperiert.

Der pH-Wert, der bel 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 / | 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 Rihren wurde die enzymatische Reaktion abgebrochen (Einstellung des
pH-Wertes auf ca. 2,0), und die Pektinldsung wurde 15 Minuten bei 90-95 °C zur Enzy-
minaktivierung erhitzt. Anschlief3end wurde die Pektinlésung abgekthlt und in 50 %igem
Ethanol geféllt, die Abtrennung des Pektinkoagulates geschah durch Zentrifugieren bei

6000 U / min und 4 °C. Der Rickstand wurde finfmal unter Rihren 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 Ausgangsprépara-
tes (bezogen auf AG-Gehalt) mit 240 ml gekihltem Ethanol verrihrt und dann mit 160
ml 25 %iger Ammoniakldsung versetzt. Diese Mischung wurde je nach gewinschtem
Amidierungsgrad stundenweise in einer verschlossenen Schliffstopfenflasche bei 4 °C
unter haufigem Umschiitteln zur Reaktion gebracht. Zum Beenden der Amidierung wur-
de die flUssige Phase Uber eine Nutsche mit dickem Filtrationstuch abgesaugt und dann
zweima mit 500 ml 60 %igem Ethanol gewaschen. Anschlief3end wurden die Préparate
in 500 ml 60 %igem Ethanol mit 5 % konz. HCl 10 Minuten gerthrt, und dann nach Ab-
saugen der fllssigen 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 Ausgangspraparat (hochverestertes Pek-
tin) zundchst in 400 ml Formamid gequollen und 1 Stunde bei 50 °C gerthrt, dann wur-
den 200 ml Pyridin zugegeben, und nach einer weiteren Stunde Behandlung bel 50 °C
wurde auf 30 °C abgekihlt. Darauffolgend wurde unter Ruhren langsam die vorgesehene
Menge an Acetanhydrid zugegeben, bei 20 °C 12 Stunden stehengelassen und dannin 3 |
Ethanol, der 150 ml konz. HCI enthielt, eingerthrt. Nach Absaugen und mehrfachem
Waschen mit zuerst 90 %igem Ethanol mit 10 ml konz. HCI/I, spéter 96 %igem Ethanal,
wurde das erhaltene Produkt schliefdlich getrocknet (zuerst an der Luft, dann im Vaku-
um).

Herstellung der im Molekulargewicht differenzierten Pektinpraparate

Die Mechanolyse der Préparate A-10 und A-100 (A-O keine Mechanolyse) erfolgte im
trockenen Zustand mit einer Schwingmdthle (,, Vibratom“, Fa. Siebtechnik GmbH, Mhl-
heim/D) tber 10 bzw. 100 Stunden. Bei der Mechanolyse wird der Veresterungsgrad
nicht verandert.

Viskositatsbestimmung

Um ausschliessen zu konnen, dai’ die Effekte auf den Arzneistofftransport nur auf Ande-
rungen der Viskositdt der Ausgangslosung beruhten, wurden die Viskositdten der ver-
wendeten Donatorldsungen bestimmt. Die Viskositdtsmessungen erfolgten mit einem

Rotationsviskosimeter (Fa. Physica, Stuttgart/D) mit einem Doppelspat-Mef3system Z 1
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DIN. Als Lésungsmedium fir die Donatorpraparate diente Phosphatpuffer pH 7,2 nach
SORENSEN: Nach einer Temperierphase von 3 min wurde bei 37 °C innerhalb von 5
min das Schergefalle linear bis auf 1200 s* erhoht (90 MeRRpunkte), die sich hierbei ein-
stellenden Schubspannungen als Hinkurve registriert (mPa), und anschlief3end durch die
Verminderung des Schergefélles die Ruckkurve aufgenommen. Die Auswertung der
Mef3punkte erfolgte rechnergestiitzt. Alle Ldsungen besal3en Newtonsches Flief3verhalten.
Zur leichteren Ubersicht erfolgt in Tabelle 13 nur die Angabe der am haufigsten verwen-

deten Donatorl 6sungen.

Tabelle 13 Viskositéten eingesetzter Donatorl 6sungen

Donator|&sung Viskositét h [mPas]  Anpassung r
Chinin pur 1,1 mM 0,094 99,96
BI-1 3,9 99,91
BI-2 2,79 99,93
BI-3 311 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 5mM 0,098 99,96
GDCA 15mM 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 Mef3daten an ideales Newton”sches Verhalten bei der rechnergestiitzten Auswertung

Viskositatszahl

Die Viskositétszahl [h] steht bei der Charakterisierung von Pektinpréparaten empirisch in
Beziehung zum Molekulargewicht durch die MARK-HOUWINK-Beziehung [332]. Be-
stimmt wird diese Grofl3e bei 25 °C im Ubbelohde-Viskosimeter. Als Ldsungsmedium
dient dabel fur hochveresterte Pektine (VG > 50 %) 0,155 M NaCl-Ldsung bzw. fir nie-
derveresterte Pektine 0,05 M NaCl- / 0,005 M Na-Oxalat -L 6sung.
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Permeationsmodell nach FURST und NEUBERT

Herstellung der Dodecanol-Collodium-Membranen

Zur Produktion der kinstlichen Membranen wurde eine Mischung aus 4 g Dodecanol
(Dodecylakohal) in Ether / Ethanol (8,5:1,5 Vol.%) ad 100 g und 4 %iger Collodiuml6-
sung DAC 1986 im Masseverhdltnis 1:1 hergestellt. Davon wurden anschlief3end 70 ml
auf die plangeschliffene Glasplatte eines Filmziehgerétes (institutseigene Herstellung)
gegeben, mit Hilfe einer Abziehvorrichtung (in definierter Spalththe von der Glasplatte
entfernt) homogen verteilt und zur Verdunstung der Losungsmittelanteile ca. 12 Stunden
stehengel assen.

Im Anschluf3 daran wurde die Membranfldche mit dest. Wasser 20 Minuten bedeckt, von
der Glasplatte abgezogen, zwischen Filterpapier ca. 12 Stunden getrocknet, fir die Per-
meationszelle geeignete kreisrunde Membranen mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten
(Durchmesser ca. 1,5 cm grofer als eigentliche Permeationsflache der Permeationszelle)
und bis zur Verwendung zwischen Filterpapier im Exsikkator bei Zimmertemperatur auf-
bewahrt.

Ver suchsdur chfiihrung und Berechnungen

Die Versuchsdurchfiihrung 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 Fcp,i und corr erfolgte wie im
Kapitel 3. 1. 2. auf Seite 26ff. erlautert.

everted sac-Technik

Versuchsaufbau

Die Praparation des Darmstiickes und die Beschreibung der Versuchsapparatur findet
sich im Kapitel 3. 2. 1., S. 41ff., der Integritétstest des Darmgewebes mit der verwende-
ten Versuchsapparatur (institutseigene Herstellung) wurde mit Phenolrot durchgefihrt.
Zur Oxygenierung diente Carbogengas (95 % O,, 5 % CO,) der Fa. Messer Griesheim
GmbH, Krefeld / D. Die Intensitét des aus der Druckflasche kommenden Gases wurde
Uber einen zwischengeschalteten Druckminderer geregelt. Die Zuleitung erfolgte Uber
dinne Silikonschléuche.

Zur Fixierung der Darmenden diente Catgut (TraumafilO 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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KCI 5 mmol, KH,PO4 6 mmol, NaHCO; 25 mmol, NaCl 117 mmol geldst in 1000 | H,O
(pH-Wert bei 37 °C: 7,4).

Tierdaten

Als Versuchstiere wurden mannliche Ratten des Auszucht-Stammes Wistar (Fa. Charles
River, Sulzfeld/D) mit einem Koérpergewicht 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 natirlicher Tag-Nacht-Helligkeit in Polycarbamat-
Ké&figen Typ I11 (400 x 250 x 150 mm) mit Edelstahlgitter in Gruppen zu je 3 Ratten,
geschiitzt vor direkter Sonneneinstrahlung und Zugluft, gehalten. Als Futter diente Al-
tromi nO-HaItungs-Diét, als TrinkflUssigkeit Leitungswasser aus einer automatischen
Nippeltranke.

Ver suchsdur chfiihrung und Berechnungen

Die Durchfihrung 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 tqy12 ist im gleichen Kapitel auf Seite 44 zu finden.

Per meati onsver suche mit Zellkultur

Kultivierung und Versuchsvorbereitung
Die Praparation des Modellsystems wird im Kapitel 3. 3. 1., S. 48ff., vorgestellt. Das

Diffusionskammersystem Snapwell ™

(incl. Halteblock, Begasungssystem und Diffusi-
onskammerelektroden) wurde von der Fa. Costar, Bodenheim / D bezogen. Das zur Ver-
sorgung der Zellen eingesetzte Nahrmedium Dulbeccos Mem seromed® kam von der Fa.
Biochrom KG, Berlin/ D und hatte folgende Zusammensetzung: 500 ml enthielten 3,7 g/
| NaHCOs3, 4,5 g / | D-Glucose, 10 % inaktiviertes fetals Kalberserum L-627, 1 % L-
Glutamin, 1 % Na-Pyruvat. Die Begasung erfolgte mit Carbogengas analog den Versu-
chen mit der everted sac-Technik.

Versuchsdur chfiihrung

Die Versuchsdurchfuhrung 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.

Phar makokinetik-Versuche
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Ver suchsdur chfiihrung und Berechnungen

Das eingesetzte Kaninchenmodell des Hans-Knoll-Institutes fir Naturstoff-Forschung
Jena ist in der Literatur [291, 292] erlautert und wird im Kapitel 4. 1., S. 54ff., vorge-
stellt. Die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter AUCq-360min, t2, Cliots Crmaxs
tmax UNd MRT wurde mit Hilfe des PC-Programmes ,, TOPFIT 2.0 Pharmacokinetic and
Pharmacodynamic Data Analysis System for the PC* durchgeftihrt [290]. Die Probenge-
winnung erfolgte nach den Empfehlungen der Tierarztlichen Vereinigung fur den Tier-
schutz e. V. (1991) ,Hinweise zur Blutentnahme bei kleinen Versuchstieren. Alle L6-
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 Korpermasse. 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 Uberwacht und bewegte sich bei allen Versuchen im Normalbereich fir Ka-
ninchen von 120 / 110 bis 90 / 100 (syst / diastol.). Zur Aufrechterhaltung der Blutzirku-
lation und zur Vorbeugung von Blutgerinnseln wurde Uber eine Infusionspumpe heparini-
sierte NaCl-Losung (ca. 36 ml / h), angepasst an den gemessenen arteriellen Druck,
intraarteriell appliziert. Die Entnahmesysteme (Kantlen, Schlduche) wurden mit der he-
parinisierten, isotonischen Kochsalzl6sung gespult (500 I. E. Heparin / 100 ml). Nach der
Entnahme wurde das Vollblut direkt in Polypropylenréhrchen (Fa. Eppendorf, Ham-
burg/D) mit vorgelegtem gleichen Volumen an Natriumcitratldsung (16,65 g / 500ml
Aqua dest.) gegeben, und nach kréftigem Schitteln (ca. 30 s) sofort fur 10 Minuten bei
3000 Umdrehungen / Minute zentrifugiert. Nach der Gewinnung des klaren Zentrifu-
gatuberstandes (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 as Versuchstiere kamen weibliche Kaninchen des Auszucht-Stammes
» Weil3e Neuseelander” des Lieferanten Charles River, Sulzfeld/D, mit einem Korperge-
wicht von ca. 3,5 kg. Bis zu Versuchsbeginn wurden die Tiere in einem bel tUfteten, 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 Edelstahlk&figen (0,5 x 0,5 x 1 m) und erhielten Kaninchen-
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Standardfutter Ssniff® der Fa. Spezialdidten GmbH, Soest / D sowie Trinkwasser aus
einer automatischen Nippeltranke.

Statistik

Bei der statistischen Auswertung wurden die erhaltenen Resultate als arithmetische Mit-
telwerte aus den Einzelwerten (n > 3) angegeben. Als Mal3 fur die Streuung der Einzel-
werte um den jeweiligen Mittelwert diente der Standardfehler (in der Auswertung als +-
Wert hinter dem Mittelwert aufgefuhrt).

Zur Prufung auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Wertegruppen wurde der zwei-
seitige t-Test nach STUDENT fir ungepaarte Stichproben durchgefihrt. Voraussetzung
hierfir war der F-Test auf Varianzhomogenitét [333, 334]. Bel Varianzinhomogenitat
wurde der parameterfreie MANN-WHITNEY -Test durchgefihrt [335]. Bei den Pharma-
kokinetik-Versuchen wurde zusétzlich die Prifung auf Unterschiede in der Bioverfiig-
barkeit durch ein nichtparametrisches V ertrauensbereichsverfahren nach DILETTI und
STEINIJANS durchgefihrt [336].

HPLC-Analytik

In der Literatur sind fur die HPLC-Analytik von Chinin in wassrigen FlUssigkeiten bzw.
in Plasma zahlreiche Methoden beschrieben [337-343]. Die Untersuchungsflissigkeiten
aul3er den Plasmaproben der Pharmakokinetik-Versuche wurden nicht weiter vorbehan-
delt, bei den Plasmaproben erfolgte als zusétzlicher Schritt noch eine Extrahierung des
Chinins aus der PlasmaflUssigkeit mit Acetonitril vor der Injektion. In Abbildung 29 ist
das Chromatogramm einer Eichlosung (3 Werte), aufgenommen aus einer Blutplasma-

probe, wiedergegeben.
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Abb. 29 HPL C-Chromatogramm von Chinin aus einer Blutprobe
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Nachfolgend die wichtigsten Parameter der durchgefiihrten HPL C-Analytik:

HPLC-Analytik mit UV-Detektion (in vitro- Versuche)
Gerdt: 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:
stationére Phase: Séule Nucleosil® 100 C18
mobile Phase: Acetonitril / KH,PO,4 0,05 M (1:1 Vol %) incl. 0,2 % konz. H3PO4
I njektionsvolumen: 20 pl FluBrate: 1 ml / min Laufzeit: 5,1 min
Temperatur: Raumtemperatur Retentionszeit: 1,3 min
Detektionswellenlénge: | = 330 nm
Fir jede Untersuchungsflissigkeit wurde eine Eichkurve mit Chinin kalibriert. Die
Nachweisgrenze lag mit 6,5 pg / ml stets deutlich unterhalb der gemessenen Werte der

einzelnen Proben.

HPLC-Analytik mit Fluoreszenz-Detektion
Gerdt: Autosampler: AS-4000 (Fa. Merck-Hitachi, Darmstadt / D)
Software: D-6000 A Interface
Pumpe: L-6200 A Detektor: F-1080 Fluorescence-Detektor
Trennbedingungen:
stationare Phase: Saule Lichrospher 100 RP 18 (5um)
mobile Phase: Acetonitril / KH,PO,4 0,05 M (1:1 Vol %) incl. 0,2 % konz. H3PO4
I njektionsvolumen: 20 pl FluBrate: 1 ml / min Laufzeit: 3 min
Temperatur: Raumtemperatur Retentionszeit: 1,4 min
Detektionswellenlange: 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 (Grinband-Apfel pektin) - Obipektin, Bischofszell / CH

Orangen-Pektinesterase - SigmaChemical, St. Louis/ USA
Glycodeoxycholsdure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen/ D
Glycocholsédure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen / D
Palmitinsaure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen/ D
Linolsdure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen / D
Stearinsdure (Na-Salz) - Sigma, Deisenhofen/ D
DPPC (Dipamitoylphosphatidylcholin) - Sigma, Deisenhofen/ D
Lecithin (Eilecithin) - Sigma, Deisenhofen/ D
Chininhydrochlorid - Caesar&Loretz, Hilden/ D
Dodecylakohol - Merck, Darmstadt / D
Collodiumlésung DAC 1986 - Caesar&Loretz, Hilden/ D
Dulbeccos Mem seromed® - Biochrom, Berlin/ D
Xylazin (Rompuno) - Bayer, Leverkusen/ D
Ketamin (Velonarcono) - Berlin-Chemie, Berlin/ D
| sotoni sche K ochsal zI 6sung - Braun, Melsungen/ D
Heparin (Na-Salz, 170 I. E./mg)) - Audor, Regensburg/ D
Citronensdure (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 Anspriichen und Bedingungen.
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6. 3. Verzeichnisder Abbildungen und Tabellen

Verzeichnis der Abbildungen

Abb.-Nr.  Titel Seite
1 Strukturformel von Pektin 6
2 Strukturformeln der wichtigsten beim Menschen vorkommmenden Gallen- 9
sauren
3 Strukturformeln von Glycochol sdure und Glycodesoxycholsaure als Na-Salz 13
4 Strukturformeln von Palmitinséure, Stearinsaure und Linolséure 16
5 Strukturformeln von Lecithin und Dipal mitoyl phosphatidylcholin 17
6 Strukturformel von Chinin 18
7 Aufbau einer Permeationszelle des Modells nach FURST und NEUBERT 22
8 Fcni bei 120 min Pektinserien Bl und A (Chinin-HCI 2,2 mM) 28
9 Fcni bei 120 min Acetylpektin, Amidpektin und Pektin BI-4 29
(Chinin-HCI 2,2 mM)
10 Fcni bei 120 min GDCA in verschiedenen Konzentrationen (Chinin-HCI 2,2 mM) 30
11 Fcni bei 120 min GDCA u. GCA im Vergleich (Chinin-HCI 2,2mM) 30
12 Fcni bel 120 min GDCA und Mischmizellen (Chinin-HCl 2,2 mM) 32
13 Vergleich Fer ausgewahlte Pektinderivate und GDCA-Mizellen / Mischmizellen 34
14 Prozentuale Chininkonzentration im AK und Fcr bei 120 min Pektinserien Bl 35
und
A (Chinin-HCI 1,1 mM)
15 Prozentuale Chininkonzentration im AK und Fcni bei 120 min Pektin Bl-4, 35
Acetylpektin und Amidpektin (Chinin-HCI 1,1 mM)
16 Feni bei 120 min GDCA und GCA (Chinin-HCI 1,1mM) 36
17 Fcni bei 120 min GDCA und GDCA-Mischmizellen (Chinin-HCI 1,1 mM) 37
18 Vergleich Fey bei 120 min Bl-4 und GDCA-Mizellen / -Mischmizellen 38
(Chinin-HCI 1,1 mM)
19 Vergleich der Fluxe Fe fur Bl-4 und GDCA-Mizellen / Mischmizellen fir alle 39

Mefzeitpunkte bei den Permeationsversuchen mit dem Modell nach FURST und
NEUBERT mit Chinin-HCI 1,1 mmol / |
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9 Versuchsl6sungen zur intraduodenalen Applikation per Sonde fir dieinvivo- 56
Versuche
10 Pharmakokinetische Parameter von Chinin ohne und mit mizellaren Zusétzen 61

nach intraduodenaler Einmalgabe
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13 Viskositaten eingesetzter Donatorl Gsungen 74

83



7. Literaturverzeichnis

(1]

(2]

(3]
[4]
(5]
(6]

(8]

(9]

[10]
[11]
[12]
[13]
[14]
[15]

[16]
[17]
[18]
[19]
[20]
[21]
[22]
[23]
[24]
[29]

[26]

[27]
[28]

Wunderer, H.: Wechselwirkungen mit der Nahrung: welche Wechselwirkungen sind fir die Praxis
von Bedeutung?, 1. Auflage, Govi-Verlag, Eschborn (1998)

Zum Thema Wechselwirkungen, Impressum, ABDA, Abt. Information und Offentlichkeitsarbeit,
Eschborn (1996)

Pfeifer, S.: Pharmazie 48 (1993) 3

Neubert, R.; Fritzsch, B.; Dongowski, G.: Pharmazie 48 (1993) 723

Mutschler, E.: Arzneimittelwirkungen, 7. Auflage, Wiss. Verlagsges. mbH Stuttgart, (1996)
Goodman Gilman, A.; Dominiak, P.; Harder, S.; Paul, M.; Unger, T.: Pharmakologische
Grundlagen der Arzneimitteltherapie, 9. Auflage, McGraw-Hill Int. (UK) Ltd., Berkshire/England
(1998)

Kuhlmann, J.: Med. Pharm. 5 (1980) 133

Brieskorn, C.: Einfluf3 von Nahrung auf die Bioverfligbarkeit von Arzneistoffen, Schriftenreihe der
Bayer. Landesapothekerkammer, Heft 21 (1980)

Merkus, F. W. H. M.: Arzneimittel vor, wahrend oder nach der Mahlzeit? Wiss. Verlagsges. mbH
Stuttgart, (1984)

Fricke, U.: Med. Pharm. 5 (1988) 169

Welling, P.: Pharmacol. Ther. 43 (1989) 425

Becker-Briser, W.: Die Offizin 4 (1991) 225

Williams, L.: Med. Clin. North Am. 77 (1993) 815

Pfeifer, S.: Pharm. Ztg. Prisma 2 (1995) 125

Pfeifer, S.; Pflegel, P.; Borchert, H.: Biopharmazie Pharmakokinetik Bioverfligbarkeit-
Biotransformation, 3.Auflage, Ullstein/Mosby GmbH & Co. KG, Berlin/Wieshaden (1995)

D Arcy, P.F.: Toxicol. Rev. 14 (1995) 233

Hahn, A.: Erndhrungs-Umschau 42, 6 (1995) 198

Hahn, A.: Erndhrungs-Umschau 42 7 (1995) 238

Williams, L.: Eur. J. Drug Metab. Pharmacokin. 21 (1996) 201

Walter-Sack, |.; Klotz, U.: Clin. Pharmacokin. 31 (1996) 47

Kuhlmann, J.: Arzneimittelther. 14 (1996) 202

Mehnert, W.; Vetter, G.; Fromming, K. H.: DAZ 121 (1981) 373

Lamy, P.: J. Am. Geriatr. Soc. 30 (1982) 99

van Hoogdalem, E.; de Boer, A.; Breimer, D.: Pharmac. Ther. Vol. 44 (1989) 407

Alexy, U.: Interaktionen zwischen Pharmaka und Vitaminen, Diplomarbeit Justus Liebig-
Universitét Gief3en (1992)

Vetter, G.; Mehnert, W.; Fromming, K. H.: Acta Pharm. Technol. 27 (1981) 109

Crawford, L.: Nutr. Rep. Int. 28 (1983) 481

Wearly, L.; Karim, A.; Pagone, F.; Streicher, J.; Wickmann, A.: Proc. Int. Symp. Contr. Rel.
Bioact. Mat. 12 (1985) 39

84



[29]
[30]
[31]

[32]
[33]
[34]
[35]
[36]
[37]
[38]
[39]

[40]
[41]

[42]

[43]

[44]
[45]
[46]
[47]
[48]
[49]
[50]
[51]
[52]
(53]
[54]
[55]
[56]
[57]
(58]
[59]
[60]
[61]

Maturu, P. K.; Prasad, V. K.; Wordey, W.; Shiu, G.; Skelly, J. P.: J. Pharm. Sci. 75 (1986) 1205
Macheras, P.; Koupparis, M.; Tsaprounis, C.: Int. J. Pharm. 33 (1986) 125

Wearly, L.; Karim, A.; Pagone, F.; Streicher, J.; Wickmann, A.: Drug Dev. Ind. Pharm. 14 (1988)
13

Aiache, J. M.; Pierre, N.; Beyssac, E.; Prasad, V. K.; Skelly, J. P.: J. Pharm. Sci. 78 (1989) 261
Fleisher, D.; Lippert, C.; Sheth, N.; Reppas, C.; Wlodyga, J.: Contr. Rel. 11 (1990) 41
Junginger, H.; Verhoeven, J.; Peschier, L. J. C.: Pharm. Ztg. Wiss. 135/3 (1990) 53

Junginger, H.; Verhoeven, J.; Peschier, L. J. C.: Acta Pharm. Technol. 36 (1990) 155

Furst, W.; Neubert, R.; Jurkschat, T.; Liicke, L.: Int. J. Pharm. 61 (1990) 43

Neubert, R.: Pharmazie 45 (1990) 233

Neubert, R.; Mé&der, C.; Dongowski, G.: Pharmazie 47 (1992) 714

Neubert, R.; Fahr, F.; M&der, C.; Licke, L.; Fries, G.; Rostock, G.: Arzneim.- Forsch. 42 (1992)
1098

Neubert, R.; Fritzsch, B.; Dongowski, G.: Pharmazie 50 (1995) 414

Kramer, J.: Korrelation biopharmazeutischer in-vivo- und in-vitro-Daten von Theophyllin- und
Verapamil- Retardpréparaten, Dissertation A Heidelberg (1995)

Beerbohm, R.: In vitro- und in vivo-Untersuchungen der Wechselwirkungen retardierter und nicht
retardierter Arzneimittel mit Nahrungsmitteln, Dissertation A Johannes Gutenberg-Universitét
Mainz (1998)

Fallingborg; Christensen; Ingeman-Nielsen; Jacobsen; Abilgaard; Rasmussen: Aliment.
Pharmacol. Therap. 3 (1989) 605

Hunt, J.; Stubbs, D.: J. Physiol. Lond. 245 (1975) 209

Cortot, A.; Phillips, S.; Malagelada, J.: Gastroenterology 80 (1981) 922

Bateman, D.: J. Physiol. Lond. 331 (1982) 461

Callins, P.; Horowitz, M.; Cook, D.; Harding, P.; Shearman, D.: Gut 24 (1983) 1117

Dooley, C.; Reznick, J.; Vaenzuela, J.: Gastroenterology 87 (1984) 1114

Smith, J.; Jiang, C.; Hunt, J.: Am. J. Physiol. 246 (1984) 959

Kumar, D.; Wingate, D.; Ruckebusch, Y.: Gastroenterology 91 (1986) 926

Smith, H.; Feldman, M.: Gastroenterology 91 (1986) 1452

Mojaverian, P.; Vlasses, P.; Kellner, P.; Rocci, M.: Pharm. Res. 5 (1988) 639

Pletscher, W.; Perretti, E.: Pharm. Acta Helv. 65 (1990) 210

Beck, T.: Pharm. Ztg. 39 (1998) 11

Kirby, R. et a.: Am. J. Clin. Nutr. 34 (1981) 824

Chen, W.: Nutr. Rep. Int. 24 (1981) 1093

Anderson, K. et a.: Am. J. Clin. Nutr. 40 (1984) 1146

Connor, W.: N. Engl. J. Med. 322 (1990) 193

Davidson et a.: J. Am. Med. Assoc. 265 (1991) 1833

Terpsta, A.; Lapre, J.; de Vries, H.; Beynen, A.: J. Nutr. 128 (1998) 1944

Davidson, M.; Dugan, L.; Stocki, J.; Picklin, M.; Maki, K.; Coletta, F.; Cotler, R.; McLeod, M.;
Hoersten, K.: J. Nutr. 128 (1998) 1927

85



[62]
[63]
[64]
[65]
[66]
[67]
[68]

[69]
[70]
[71]
[72]
[73]
[74]
[79]
[76]
[77]
[78]
[79]
(80]
(81]
(82]
(83]
[84]
(85]

[86]

(87]
(88]

(89]
[90]
[91]
[92]
(93]
[94]
[95]
[96]
[97]

Jensen, C.; Hashell, W.; Whittam, J.: Am. J. Cardiol. 79 (1997) 34

Wu, J.; Peng, S.: Biomed. Environ. Sci. 10 (1997) 27

Grudeva, P.; Krachanova, M.; Djurdjev, A.; Krachanov, C.: FoliaMed. 39 (1997) 39
Brenelli, S.; Campos, S.; Saad, M.: Braz. J. Med. Biol. Res. 30 (1997) 1437

Issy, A.; Lanchote, V.; de Carvalho, D.; Silva, H.: Ther. Drug Monit. 19/5 (1997) 516
Levinska, D.; Piatkewicz, W.; Rosinski, S.: Int. J. Artif. Organs. (1997) 650

Veldman, F.; Nair, C.; Vorster, H.; Vermaak, W.; Jerling, J.; Oosthuizen, W.; Venter, C.: Thromb.

Res. 86 (1997) 183

Trautwein, E.; Kunath, R.; Erbersdorfer, H.: Br. J. Nutr. 79 (1998) 463

Vergara-Jimenez, M.; Conde, K.; Erickson, S.; Fernandez, M.: J. Lipid Res. 39 (1998) 1455
Choi, Y.; Kim, H.; Lee, H.: J. Nutr. Sci. Vitaminol. 44/5 (1998) 591

Gonzalez, M.; Rivas, C.; Caride, B.; Lamas, M.; Taboada, M.: J. Physiol. Biochem. 54 (1998) 99
Shen, H.; He, L.; Price, R.; Fernandez, M.: J. Nutr. 128 (1998) 1434

Tribat, T.: Lik Sprava (Russ.) 6 (1998) 99

Brown, L.; Rosner, B.; Willett, W.; Sacks, F.: Am. J. Clin. Nutr. 69 (1999) 30

Richter, W. et a.: Lancet 338 (1991) 706

Brown, D.; Juhl, P.; Warner, S.: Circulation 58 (1978) 164

Huuponen, R.; Seppdd, P.; lisalo, E.: Eur. J. Clin. Pharmacol. 26 (1984) 279

Hoppu, K. et a.: Eur. J. Clin. Pharmacol. 32 (1987) 427

Lutz, M. et a.: Clin. Pharmacol. Ther. 42 (1987) 220

Stewart, D.: J. Clin. Psychopharmacol. 12 (1992) 438

Walter-Sack, |. et al.: Int. J. Clin. Pharmacol. Ther. Toxicol. 27 (1989) 544

Lid, Y.; Harman-Boehm, I.; Shany, S.: J. Clin. Endocrinol. Metab. 81 (1996) 857
Dongowski, G.; Neubert, R.; Haase, H.; Schnorrenberger, B.: Int. J. Pharm. 144 (1996) 233
Dongowski, G.; Schnorrenberger, B.; Pldtzer, M.; Schwarz, M.; Neubert, R.: Int. J. Pharm. 158
(1997) 99

Dongowski, G.; Schwarz, M.; Schnorrenberger, B.; Plétzer, M.; Neubert, R.: FASEB J. 12 (1998)
A 516

Fritzsch, B.; Dongowski, G.; Neubert, R.: FASEB J. 8 (1994) A 188

Fritzsch, B.; Neubert, R.; Dongowski, G.; Heinevetter, L.: Proc. 2nd World Meeting
APGI/APV, Paris (1998) 1059

Manunza, B.; Deiana, S.; Pintore, M.; Gessa, C.: Glyc. J. 15/3 (1998) 297

Wakerly, Z.; Fell, J.; Attwood, D.; Parkins, D.: J. Pharm. Pharmacol. 49 (1997) 622
Munjeri, O.; Hodza, P.; Osim, E.; Musabayane, C.: J. Pharm. Sci. 87 (1998) 905

Thakur, B.; Singh, R.; Handa, A.: Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 37 (1997) 47

Meshali, M.; Gabr, K.: Int. J. Pharm. 89 (1993) 177

Gouda, M.: Int. J. Pharm. 89 (1993) 75

Al Shora, H.; Moustafa, M.; Niazy, E.; Gaber, M.; Gouda, M.: Int. J. Pharm. 47 1988) 209
Hladon, T.; Pawlaczyk, J.; Gorecki, M.: Acta Pol. Pharm. 44 (1987) 362

Moustafa, M.; Al Shora, H.; Gaber, M.; Gouda, M.: Int. J. Pharm. 34 (1987) 207

86



(98]

[99]

[100]
[101]
[102]
[103]
[104]
[105]

[106]
[107]
[108]
[109]

[110]

[111]

[112]
[113]
[114]
[115]
[116]
[117]
[118]
[119]
[120]
[121]
[122]
[123]
[124]
[125]
[126]
[127]
[128]
[129]
[130]
[131]
[132]

Moustafa, M.; Babhair, S.; Kouta, H.: Int. J. Pharm. 36 (1987) 185

Molokhia, A.; Al Rahman, S.: Drug Dev. Ind. Pharm. 13 (1987) 1229

Takahashi, Y.; Nambu, N.; Nagai, T.: Chem. Pharm. Bull. 30 (1982) 2919

Albert, K.; Elliott, W.; Abbott, R.; Gilbertson, T.; Data, J.: J. Clin. Pharmacol. 21 (1981) 449
Bucci, A.; Myre, S.; Tan, H.; Shenouda, L.: J. Pharm. Sci. 70 (1981) 999

Allen, M.; Greenblatt, D.; Harmatz, J.; Smith, T.: J. Clin. Pharmacol. 21 (1981) 26

Albert, K.; DeSante, K.; Welch, R.; DiSanto, A.: J. Pharm. Sci. 67 (1978) 1579

Bottari, F.; Di Colo, G.; Nanniperi, E.; Saettone, M.; Serafini, M.: Boll. Chim. Farm. 115 (1976)
113

Jeffe, J.; Colaizzi, J.; Barry, H.: J. Pharm. Sci. 60 (1971) 1646

Binnion, P.; McDermott, M.: Lancet 2 (1972) 592

Nuhn, P.: Naturstoffchemie, 3. Auflage, S. Hirzel Verlag Stuttgart (1997)

Burger, A.; Wachter, H.: Hunnius-Pharmazeutisches Wérterbuch, 8. Auflage, Walter de Gruyter
Verlag Berlin (1998)

Teuscher, E.: Pharmakognosie Biogene Arzneimittel, Teil |, 3. Auflage, Akademie-Verlag Berlin
(1987)

Beyer, H.; Walter, W.; Francke, W.: Lehrbuch der Organischen Chemie, 23. Auflage, S. Hirzel
Verlag Stuttgart Leipzig (1998)

Hofmann, A.: Gastroint. Dis. 5 (1993) 127

Crounse, R.: J. Invest. Dermatol. 37 (1961) 529

Ogunbong, F. et a.: J. Pharm. Pharmacol. 3 (1985) 283

Barone, J. et d.: Antimicrob. Agents Chemother. 37 (1993) 778

Feolg, D.; Rapp, R.: Clin. Inf. Dis. 25 (1997) 344

Van Peer, A. et a.: Eur. J. Clin. Pharmacol. 36 (1989) 423

Wishart, J.: J. Am. Acad. Dermatol. 17 (1987) 220

Zimmermann, T. et a.: Eur. J. Clin. Pharmacol. 46 (1994) 147

Tulpule, A. et d.: Eur. J. Clin. Pharmacol. 23 (1982) 271

Crevoisier, C. et d.: Eur. J. Clin. Pharmacol. 53 (1997) 135

Muranishi, S.; Muranishi, N.; Sezaki, H.: Int. J. Pharm. 2 (1979) 101

Muranishi, N. et a.: Int. J. Pharm. 4 (1980) 271

Williams, L.: Pharm. Res. 4 (1987) 348

Gupta, S.: Pharm. Res. 7 (1990) 46

Gupta, S.: J. Clin. Pharmacol. 30 (1990) 643

Ptachcinski, R. et al.: Transplantation 40 (1985) 174

Lindholm, A.; Henricsson, S.; Dahlquist, R.: Br. J. Clin. Pharmacol. 29 (1990) 541

Holt, D. et a.: Transplant. Proc. 26 (1994) 2935

Mueller, E. et al.: Pharmac. Res. 11 (1994) 151

Poelma, F.; Tukker, J.; Crommelin, D.: ActaPharm. Technol. 36 (1990) 43

Fricker, G.; Fahr, A.; Beglinger, C.; Kissel, T.; Reiter, G.; Drewe, J.: Br. J. Pharmacol. 117 (1996)
217

87



[133]
[134]
[135]

[136]
[137]
[138]
[139]
[140]
[141]
[142]
[143]

[144]

[145]

[146]

[147]
[148]

[149]

[150]
[151]

[152]
[153]
[134]
[155]
[156]
[157]
[158]
[159]

[160]
[161]
[162]

Vetter, C.: Pharm. Ztg. 47 (1998) 31

Neubert, R.; Amlacher, R.: Dt. Apoth.-Ztg. 131 (1991) 2225

Neubert, R.: Beitrage zur biopharmazeutischen Bedeutung der |onenpaarbildung, Dissertation B,
Martin-Luther-Universitét Halle-Wittenberg (1987)

Wess, G. et a.: Tetrahedron Lett. 33 (1992) 195

Wess, G. et al.: Tetrahedron Lett. 34 (1993) 817

Kagedahl, M.; Swaan, P.; Redemann, C.; Tang, M.; Oig, S. et d.: Pharm. Res. 14 (1997) 176
Berg, C.; Gollan, J.: Gastrointest. Pharmacother. (1993) 245

Paumgartner, G.: Gastrointest. Dis. 5 (1993) 1844

Tint, G.; Sdlen, G.; Shefer, S.: Gastroenterol. 91 (1986) 1007

Nakanishi, K.; Masada, M.; Nadai, T.; Miyajima, K.: Chem. Pharm. Bull. Tokyo 37 (1989) 211
Bauer, K.; Fromming, K.-H.; Fihrer, C.: Pharmazeutische Technologie, Govi-Verlag,
Frankfurt/Main (1997)

Schwarz, M.: Charakterisierung von Wechselwirkungen zwischen Wirkstoffen und
Gallensalzmizellen mittels mizellarer elektrokinetischer Affinitdtschromatographie, Dissertation A
Martin Luther-Universitét Halle-Wittenberg (1998)

Carey, M., in: The Bile Acids in Gastroenterology (Barbara, L.; Dowling, R.; Hofmann, A.; Roda,
E. MTP Press, Boston, MA (1983) 19

Carey, M.; Montet, J.-C.; Phillips, M.; Armstrong, M.; Mazer, N.: Biochemistry 20 (1981) 3637
Mazer, N; Carey, M.; Kwasnick, R.; Benedek, G.: Biochemistry 18 (1979) 3064

Janich, M.: Licht- und Neutronenstreuexperimente an Gallensalzmizellen, Dissertation A Martin
Luther-Universitét Halle-Wittenberg (1998)

Padmanabhan, P.; Kritchevsky, D.: The Bile Acids - Chemistry, Physiology and Metabolism,
Plenum Press, New York (1971)

Small, D.: Adv. Chem. Ser. 84 (1968) 31

Hildebrand, A.: Charakterisierung mizellarer Systeme hinsichtlich thermodynamischer Stabilitét
und Wechselwirkungskapazitét, Diplomarbeit Martin Luther-Universitét HalleWittenberg (1998)
Schwarz, M.; Neubert, R.; Dongowski, G.: Pharm. Res., Vol. 13, 8 (1996) 1174

Lopez, F. et a.: Langmuir 12/26 (1996) 6188

Mazer, N.; Schurtenberger, P.: Proc. Int. Sch. Phys. 90 (1985) 587

Fontell, K.: Kolloid Z. v. Z. Polymere 246 (1971) 614

Cusdler, E.; Duncan, G.: J. Soln. Chem. 1 (1972) 269

Hofmann, A.: Biochem. J. 89 (1963) 57

Kratohvil, J.; Dellicalli, H.: Can. J. Biochem. 46 (1968) 945

Voigt, R.: Pharmazeutische Technologie fir Studium und Beruf, 9. Auflage, Dt. Apotheker Verlag
Stuttgart (2000)

Lichtenberg, D.: Biomembranes: Physical Aspects, VCH Weinheim (1993) 63

Jover, A. et a.; Langmuir 13 (1997) 3590

SUR, W.: Titrationskal orimetrische Untersuchungen an wél¥rigen SDS- und SDS/DM PC-

Systemen, Diplomarbeit Universitdt Kaiserslautern, Fachbereich Chemie

88



[163]

[164]
[165]
[166]
[167]
[168]
[169]
[170]
[171]

[172]
[173]
[174]
[175]
[176]
[177]
[178]
[179]
[180]

[181]
[182]
[183]
[184]
[185]
[186]
[187]
[188]
[189]
[190]
[191]
[192]
[193]
[194]
[195]
[196]
[197]
[198]
[199]

Miller, R.; Hildebrand, G.: Pharmazeutische Technologie:Moderne Arzneiformen, 2. Auflage,
Wiss. Verlagsges. mbH Stuttgart (1998)

Duane, W.: Bioch. Biophys. Acta 398 (1975) 275

Mazer, N.; Benedek, G.; Carey, M.: Biochemistry 19 (1980) 601

Hjelm, R.; Thiyagaragjan, P.; Alkan-Onyuksel, H.: J. Phys. Chem. 96 (1992) 8653
Pedersen, J.; Egelhaaf, S.; Schurtenberger, P.: J. Phys. Chem. 99 (1995) 1299

Long, M.; Kaler, E.; Leg, S.; Wignall, G.: J. Phys. Chem. 98 (1994) 4402

Miiller, K.: Hepatology 4 (1984) 134S

Egelhaaf, S.; Mller, M.; Schurtenberger, P.: Progr. Colloid. Polym. Sci. 97 (1994) 267
Schwarz, M.; Raith, K.; Rittinger, H.; Dongowski, G.; Neubert, R.: J. Chromatogr. A 781 (1997)
377

Narayanan, V.; Storch, J.: Biochem. 35 (1996) 7466

Yang, S.; Bumgarner, J.; Kruk, L.; Khaledi, M.: J. Chromatogr. A 721 (1996) 323

Li, Y.; Shao, Z.; Mitra, A.: Pharm. Res. 9 (1992) 864

Carey, M.; Small, D.: Coll. Interface Sci. 31 (1969) 382

Herndon,W.: J. Chem. Educ. 44 (1967) 137

Benzonana, G.: Bioch. Biophys. Act. 176 (1969) 836

Sallee, V.: J. Lipid Res. 15 (1974) 837

Sdlee, V.: J. Lipid Res. 19 (1978) 207

Vahouny, G.; Tombes, R.; Cassidy, M.; Kritchevsky, D.; Gallo, L.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med.
166 (1981) 12

Lough, A.; Smith, A.: Br. J. Nutr. 35 (1976) 89

Scott-Moncrieff, J.; Shao, Z.; Mitra, A.: J. Pharm. Sci. 83 (1994) 1465

Li, Y.; Zimmerman, C.; Wiedmann, T.: Pharm. Res. 13 (1996) 907

Luner, P.; Babu, S.; Radebaugh, G.: Pharm. Res. 11 (1994) 1755

Klein, J.: Dt. Apotheker Zeitung 10 (1999) 51

Eiden, F.: Pharm. uns. Zeit 6 (1998) 257

Eiden, F.: Pharm. uns. Zeit 1 (1999) 11

Eiden, F.: Pharm. uns. Zeit 2 (1999) 74

Jansen, P. et a.: Lancet 349 (1997) 528

White, N.: Eur. J. Clin. Pharmacol. 34 (1988) 14

White, N.: Br. J. Clin. Pharmacol. 34 (1992) 10

Slater, A.; Cerami, A.: Nature 355 (1992) 167

Dyson, E. et a.; Br. Med. J. (Clin. Res. Ed.) 291 (1985) 31

Silamut, K. et a.: Br. J. Clin. Pharmacol. 32 (1991) 311

Winstanley, P. et a.: Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 87 (1993) 201

Edwards, G.; Winstanley, P.; Ward, S.: Clin. Pharmacokinet. 27 (1994) 150

Miller, K.; Greenberg, A.; Campbell, C.: N. Engl. J. Med. 321 (1989) 65

Bateman, D.; Dyson, E.: Adverse Drug React. Acute Poisoning Rev. 5 (1986) 215
Pharmazeutische Stoffliste, 11. Auflage, ABDATA-Service, Eschborn (1996)

89



[200]

[201]

[202]
[203]
[204]
[205]
[206]
[207]
[208]

[209]

[210]

[211]

[212]

[213]

[214]
[215]

[216]

[217]
[218]
[219]
[220]

[221]
[222]
[223]
[224]
[225]

Européisches Arzneibuch, Amtliche deutsche Ausgabe, Dt. Apo. Verlag Stuttgart Govi-Verlag -
Pharmazeut. Verlag GmbH Eschborn, Nachtrag 1999

Hartke, K.; Hartke, H.; Mutschler, E.; Reicher, G.; Wichtel, M.: DAB 10-Kommentar, Wiss.
VerlagsGmbH, Farnkfurt/Eschborn (1996)

Schadewaldt, H.: Uber die Riickkehr der Seuchen, vgs Verlagsgesellschaft Koln (1994)

Biiger, J.; Rieke, B.: Pharm. Ztg. 31 (1999) 49

Dibbern, H.; Scholz, G.: Arzneim. Forsch. 19 (1969) 1140

Moll, F.; Bender, H.: Biopharm. Untersuchungsverfahren, Wiss. Verlagsges. mbH Stuttgart (1994)
Lippold, B.: Pharm. Ind. 38 (1976) 208

Méller, H.: Pharm. Ind. 45 (1983) 617

Dabbert, C.: Untersuchungen an in vitro-Modellen der Resorption und Permeation mit
Arzneiformulierungen des Verapamils und potentiellen Wirkstoffen, Dissertation A Martin
Luther-Universitét (kurz: MLU) Halle-Wittenberg (1992)

Fritzsch, B.: Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen dem Ballaststoff Pektin und dem 3-
Sympatholytikum Propranolol, Diplomarbeit MLU Halle- Wittenberg (1993)

Haase, H.: Untersuchungen von Wechselwirkungen zwischen dem 3-Blocker
Propranololhydrochlorid und Pektinen und Gallenséuren Diplomarbeit MLU Halle-Wittenberg
(1994)

Wustmann, B.: Transportuntersuchungen an Cephal osporinen Diplomarbeit MLU Halle-
Wittenberg (1994)

Wagner, C.: Das Transportverhalten topisch applizierter Antiseptikain kinstlichen und
biologischen Membransystemen, Dissertation A MLU Halle-Wittenberg (1995)

Neubert, R.: Zur Bewertung des Permeations- und Resorptionsverhalten von Arzneimitteln durch
Modellmethoden Dissertation A MLU Halle-Wittenberg (1978)

Neubert, R.; Furst, W.: Pharmazie in unserer Zeit 18 (1989) 112

Bréautigam, K.: Untersuchung an Modellen der Arzneistofffreigabe und in vitro-Resorption,
Moglichkeiten der in vitro/in vivo-Korrelation, Dissertation A MLU Halle-Wittenberg (1994)
Wellner, K.: Charakterisierung von N,N"-Bis-/3-(2" Ethoxyphenoxyl)-2-Hydroxypropyl/-
Ethylendiamin (Falirytmin) unter biopharm. Aspekten, Dissertation A MLU Halle-Wittenberg
(1989)

List, P.: Arzneiformenlehre, 4. Auflage, Wiss. Verlagsges. mbH Stuttgart (1985)

Kedem, O.; Katchalsky, A.: Trans. Faraday Soc. 59 (1963) 1941

Wilson, H.; Wiseman, G.: J. Physiol. 123 (1954) 116

Moll, F.; Bender, H.: Biopharmazeutische Untersuchungsverfahren, Wiss. Verlagsges. mbH
Stuttgart (1994)

Kaplan, S.; Cotler, S.: J. Pharm. Sci. 61/9 (1972) 1361

Blanchard, J.; Straussner, A.: Acta Pharm. Suecica 14 (1977) 279

Perrier, D.; Gibaldi, M.: J. Pharm. Sci. 62/9 (1973) 1487

Kararli, T.: Crit. Rev. Ther. Drug Car. Sys. Vol. 6 (1989) 39

Leving, R.;McNary, F.; Kornguth, P.; Leblanc, R.:Eur. J. Pharmacol. 9 (1970) 211

90



[226]
[227]
[228]
[229]
[230]
[231]
[232]
[233]
[234]

[235]
[236]
[237]
[238]
[239]
[240]
[241]
[242]
[243]
[244]
[245]
[246]
[247]
[248]
[249]
[250]
[251]
[252]
[253]
[254]

[255]
[256]
[257]
[258]
[259]
[260]
[261]

[262]

Gibaldi, M.; Grundhofer, B.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 141 (1972) 564

Schilling, R.; Mitra, A.: Int. J. Pharm. 62 (1990) 53

Nogami, H.; Matsuzawa, T.: Chem. Pharm. Bull. 9 (1961) 532

Turner, R.; Mehta, C.; Benet, L.: J. Pharm. Sci. 59 (1970) 591

Czaky, T.; Thale, M.: J. Physiol. London 151 (1960) 59

Meyersohn, M.; Gibaldi, M.: J. Pharm. Sci. 60 (1971) 327

Nogami, H.; Hanano, M.; Aruga, M.: Chem. Pharm. Bull. 14 (1966) 166

Dangl, S.; Vyas, S,; Dixit, V.: Drug Dev. Ind. Pharm. 21 (1995) 2021

Tomkins, D.; Otton, S.; Joharchi, N.; Berns, T.; Wu, D.; Corrigall, W.; Sellers, E..
Behav. Pharmacol. 8 (1997) 223

Watari, N.; Wakamatsu, A.; Kaneniwa, N.: J. Pharmacobio. 12 (1989) 608

Bochner, F.; Somogyi, A.; Chen, Z.: Xenobiotica 24 (1994) 543

Mansor, S.; Ward, S.; Edwards, G.: J. Pharm. Pharmacol. 43 (1991) 705

Muralidharan, G.; Hawes, E.; McKay, G.; Midha, K.: Xenobiotica 21 (1991) 1441
Somogyi, A.; Rumrich, G.; Fritzsch, G.; Ullrich, K.: J. Pharm. Exp. Ther. 278 (1996) 31
Jakovljevic, V.; Popovic, M.; Sabo, A.; Banic, B.: Eur. J. Drug Met. Pharmacokin. 20 (1995) 185
Eastin, W., Birnbaum, L.: Exp. Geront. 22 (1987) 351

Schilling, R.; Ashim, K. Int. J. Pharm. 62 (1990) 53

Grass, G.; Sweetana, S.: Pharm. Res. 5 (1988) 372

Porteus, J.; Pritchard, P.: Proc. Biochem. Soc. 127 (1972) 61P

Czaky, T.; Hara, Y.: Am. J. Physiol. 209 (1965) 467

Bamford, D.: Proc. R. Soc. London B 166 (1966) 30

Yamashita, S. et al.: Chem. Pharm. Bull. 35 (1987) 3382

Perry, D.; Walson, P.; Blanchard, J.: J. Pharm. Sci. 73 (1984) 320

Gasco, M.; Trotta, M.; Eandi, M.: J. Pharm. Biomed. Anal. Vol.2 (1984) 425

Dangl, J.; Vyas, S.; Dixit, V.: Drug Dev. Ind. Pharm. 21/17 (1995) 2021

Dongowski, G.; Fritzsch, B.; Neubert, R.; Giesdler, J.. FASEB J. 13 (1999) A 883
Fritzsch, B.; Neubert, R.; Dongowski, G.; Giessler, J.: Pharmazie 54 (1999) 6
Augustijns, P.: J. Pharm. Pharmacol. 48 (1996) 277

Rubas, W.; Cromwell, M.; Shahrokh, Z.; Villagran, J.; Nguyen, T.-N.; Wellton, M.; Nguyen, T .-
H.; Mrsny, R.: J. Pharm. Sci. 85 (1996) 165

Hidalgo, I.; Li, J.: Adv. Drug Del. Rev. 22 (1996) 53

Quaroni, A.; Hochman, J.: Adv. Drug Del. Rev. 22 (1996) 3

Schneider, E.: BIOforum 4 (1996) 132

Artursson, P.: J. Pharm. Sci. 79/6 (1990) 476

Yee, S.: Pharm. Res. 14 (1997) 763

Yu, H.; Cook, T.; Sinko, P.: Pharm. Res. 14 (1997) 757

Rossi, A.; Poverini, R.; Di Lullo, G.; Modesti, A.; Modica, A.; Scarino, M.: Toxicol. in Vitro 10
(1996) 27

Anderberg, E.; Lindmark, T.; Artursson, P.: Pharm. Res. 10 (1993) 857

91



[263]
[264]
[265]
[266]
[267]
[268]

[269]
[270]
[271]

[272]

[273]

[274]
[275]
[276]
[277]
[278]
[279]
[280]
[281]
[282]
[283]
[284]
[285]

[286]
[287]
[288]
[289]
[290]

[291]

[292]
[293]
[294]
[295]

Grass, G.; Sweetana, S.; Bozarth, C.: J. Pharm. Pharmacol. 42 (1990) 40

Audus, K.; Bartdl, R.; Hidalgo, |.; Borchardt, R.: Pharm. Res. 7 (1990) 435

Grass, G.; Rubas, W.; Jezyk, N.: FASEB J. 6 (1992) A 1002

Lennernas, H.; Pam, K.; Fagerholm, U.; Artursson, P.: Int. J. Pharm. 127 (1996) 103

Milton, S.; Knutson, V.: J. Cell. Physiol. 144 (1990) 498

Fricker, G.; Fahr, A.; Beglinger, C.; Kissd, T.; Reiter, G.; Drewe, J.: Br. J. Pharmacol. 117 (1996)
217

Shekels, L.; Lyftogt, C.; Ho, S.: Int. J. Biochem. Cell. Biol. 28 (1996) 193

Lapre, J.; Termont, D.; Groen, A.; van der Meer, R.: Am. J. Physiol. 263 (1992) G333-7
Velardi, A.; Groen, A.; Elferink, R.; van der Meer, R.; Palasciano, G.; Tytgat, G.:

Gastroenterol. 101 (1991) 457

Karpen, S;; Sun, A.; Kudish, B.; Hagenbuch, B.; Meier, P.; Ananthanarayanan, M.; Suchy, F.: J.
Biol. Chem. 271 (1996) 15211

Kanda, T.; Niot, I.; Foucaud, L.; Fujii, H.; Bernard, A.; Ono, T.; Besnard, P.: FEBS-Lett. 384
(1996) 131

Root, C.; Smith, C.; Winegar, D.; Brieaddy, L.; Lewis, M.: J. Lipid Res. 36 (1995) 1106
Chandler, C.; Zaccaro, L.; Maoberly, J.: Am. J. Physiol. 264 (1993) G1118-25

Dulfer, W.; Groten, J.; Govers, H.: J. Lipid Res. 37 (1996) 950

Dias, V.; Shaffer, E.; Wallace, J.; Parsons, H.: Dig. Dis. Sci. 39 (1994) 802

Chen, H.; Born, E.; Mathur, S.; Johlin, F.; Field, F.: Biochem. J. 286 (1992) 771

Field, F.; Albright, E.; Mathur, S.: Lipids 26 (1991) 1

Ranheim, T.; Gedde-Dahl, A.; Rustan, A.; Drevon, C.: Biochim. Biophys. Acta 1212 (1994) 295
Neubert, R.; Furst, W.; Schneider, S.; Mller, H.; Loh, H.; Jirka, M.: Pharmazie 42/1 (1987) 29
Neubert, R.; Flrst, W.; Schulze, P.; Loh, H.; Jirka, M.; Wenzel, U.: Pharmazie 42/2 (1987) 393
Hasan, M.; Hassan, M.; Rawashdeh, N.: Pharmacol. Toxicol. 67 (1990) 73

Watari, N.; Wakamatsu, A.; Kaninewa, N.: J. Pharmacobiodyn. 12/10 (1989) 608

Jahovljevic, V.; Popovic, M.; Sabo, A.; Banic, B.: Europ. J. Drug Metabol. Pharmacokinetics 20
(1995) 185

Muralidharan, G.; Hawes, E.; McKay, G.; Midha, K.: Xenobiotica21 (1991) 1441

Onysji, C.; Dixon, P.; Ugwu, N.: Pharm. Week Sci. Ed. 14 (1992) 185

Mansor, S.; Ward, S.; Edwards, G.: J. Pharm. Pharmacol. 43 (1991) 705

Weiss, M.: Theoretische Pharmakokinetik, 1. Auflage, Verlag Gesundheit GmbH, Berlin (1990)
Heinzel, G.; Woloszczak, R.; Thomann, P.: TOPFIT 2.0 Pharmacokinetic and Pharmacodynamic
Data Analysis System for the PC, Gustav Fischer Verlag Stuttgart Jena New Y ork (1993)
Dongowski, G.; Fritzsch, B.; Neubert, R.; Hartl, A.: Proc. 3rd World Meeting APGI/APV,
Berlin (2000) 479

Hobe, G.; Schon, R.; Hajek, M.; Undisz, K.; Hartl, A.: Steroids 63 (1998) 393

Fritzsch, B.; Neubert, R.; Dongowski, G.; Heinevetter, L.: Pharmazie 55 (2000) 59

Fausa, O.: Scand. J. Gastroenterol 9 (1974) 567

McLeod, G.; Wiggins, H.: Lancet 1 (1968) 873

92



[296]
[297]
[298]
[299]

[300]
[301]
[302]

[303]
[304]
[305]

[306]

[307]
[308]

[309]
[310]
[311]
[312]
[313]
[314]
[315]
[316]
[317]

[318]
[319]
[320]
[321]
[322]
[323]
[324]
[325]
[326]
[327]
[328]

Mallory, A.; Kern, F.; Smith, J.; Savage, D.: Gastroenterology 64 (1973) 26

Sjovall, J.: Clin. chim. Acta5 (1960) 33

Turnberg, L.; Grahame, G.: Gut 11 (1970) 126

Rote Liste 2000, Arzneimittelverzeichnis fir Deutschland (einschliefdlich EU-Zulassungen),
Herausgeber: Rote Liste® Service GmbH, Frankfurt/Main, Edition Cantor Verlag Aulendorf
Muranishi, S.; Y oshikawa, H.; Sezaki, H.: J. Pharmacobiodyn. 2 (1979) 286

Y oshikawa, H.; Takada, K.; Muranishi, S.: Chem. Pharm. Bull. 34 (1986) 4382

Hofmann, A.; in: Physiology of the Gastrointestinal Tract. Third Edition., edited by Johnson, L.,
Raven Press New Y ork (1994) 1850

Smith, P.; Wall, D.; Gochoco, C.; Wilson, G.: Adv. Drug Del. Rev. 8 (1992) 253

Y oshikawa, H.; Takada, K.; Satoh, Y.; Naruse, N.; Muranishi, S.: Pharmaceut. Res. 2 (1985) 249
Takada, K.; Skibata, N.; Yoshimura, H.; Masuda, Y .; Yoshikawa, H.; Muranishi, S.; Oka, T.: J.
Pharmacobiodyn. 8 (1985) 320

Y oshikawa, H.; Muranishi, S.; Kato, C.; Sezaki, H.: Int. J. Pharm. 8 (1981) 291

Taniguchi, K.; Muranishi, S.; Sezaki, H.: Int. J. Pharm. 4 (1980) 219

Fukui, H.; Murakami, M.; Yoshikawa, H.; Takada, K.; Muranishi, S.: J. Pharmacobiodyn. 10
(1987) 236

Murakami, T.; Sasaki, Y.; Yamgo, R.; Yata, N.: Chem. Pharm. Bull. 32 (1984) 1948

Cullis, P.; deKruijff, B.; Verkleij; A.; Hope, M.: Biochem. Soc. Trans. 14 (1986) 242

Masuda, Y .; Yoshikawa, H.; Takada, K.; Muranishi, S.: J. Pharmacobiodyn. 9 (1986) 793
Tokunaga, Y.; Muranishi, S.; Sezaki, H.: J. Pharmacobiodyn. 1 (1978) 28

Taniguchi, K.; Muranishi, S.; Sezaki, H.: Int. J. Pharm. 4 (1980) 219

Wargovich, M.; Eng, V.; Newmark, H.: Cancer Lett. 23 (1984) 253

Emori, H.; Yokohama, S.; Nishihata, T.: J. Pharm. Pharmacol. 47 (1995) 487

Ibanez, C.; del Val, B.; Rius, A.; Villodre, M.: Arzneimittelforschung 49 (1999) 44

Kagemi, K.; Sezaki, H.; Konishi, R.; Kimura, T.; Murakami, M.: Chem. Pharm. Bull. 18 (1970)
275

Kimura, T.; Sezaki, H.; Kakemi, K.: Chem. Pharm. Bull. 20 (1972) 1656

Y amaguchi, T.; Ikeda, C.; Sekine, Y.: Chem. Pharm. Bull. 34 (1986) 3836

Gaginella, T.; Bass, P.; Perrin, J.; Vallner, J.: J. Pharm. Sci. 62 ((1973) 1121

Slowe, L.; Shaeiwitz, J.: J. Coll. Int. Sci. 90 (1982) 495

Martin, G.; Mariott, C.; Kellaway, |.: Gut 19 (1978) 103

Mitjavila, M.; Mitjavila, S.; Gas, N.; Derache, R.: Toxicol. Appl. Pharmacol. 34 (1975) 72
Sladen, G.; Harries, J.: Biochim. Biophys. Acta 288 (1972) 443

Chadwick, V. et a.: J. Lab. Clin. Med. 94 (1979) 661

Russell, R.; Allan, J.; Gerskowitch, V.; Cochran, K.: Clin. Sci. M. Med. 45 (1973) 301

Ho, P.; Chalcroft, S.; Coville, P.; Wanwimolruk, S.: Eur. J. Clin. Pharmacol. 55/5 (1999) 393
Pedros, J.; Gomez, C.; Campos, A.; Abad, C.: Spectrochim. Acta A Mol Biomol. Spectrosc. 53 A
(1997) 2219

93



[329]
[330]
[331]
[332]

[333]
[334]

[335]
[336]
[337]
[338]
[339]
[340]
[341]
[342]
[343]

Murakami, M.; Takada, K.; Muranishi, S.: Biochim. Biophys. Acta1117/1 (1992) 83

Ritschel, W.: Angew. Chem. Int. Ed. 8 (1969) 699

Crounse, R.: J. Invest. Dermatol. 37 (1961) 529

Kravtchenko, T.; Pilnik, W.: in: Phillips, G.; Williams, P.; Wedlock, D.: Gums and Stabilisersin
the Food Industrie. Bd. 5, IRL PRESS Oxford (1990) 281

Stenzhorn, G.: Pharm. Ztg. 124 (1979) 795

Doerffel, K.: Statistik in der analytischen Chemie, 4. Auflage, VEB Deutscher Verlag fir
Grundstoffindustrie Leipzig (1987)

Weber, E.: Grundrif3 der biologischen Statistik, 9. Aufl., VEB Gustav Fischer Verlag Jena (1986)
Diletti; E.; Steinijans, V. W.: Eur. J. Clin. Pharmacol. 24 (1983) 127

Dua, V.; Sarin, R.; Prakash, A.: J. Chromatogr. Biomed. Appl. 125 (1993) 87

Babalola, C.; Bolaji, O.; Dixon, P.; Ogunbona, F.: J. Chromatogr. Biomed. Appl. 127 (1993) 151
Mihaly, G.; Hyman, K.; Smallwood, R.; Hardy, K.: J. Chromatogr. 415 (1987) 177

Johnston, M. et a.: J. Chromatogr. 189 (1980) 241

Hobson-Frohock, A.; Edwards, W.: J. Chromatogr. 249 (1982) 369

Keene, A.; Anderson, L.; Phillipson, J.: J. Chromatogr. 260 (1983) 123

McCalley, D.: J. Chromatogr. 260 (1983) 184

94



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dal3 ich die vorliegende Arbeit selbsténdig und ohne
fremde Hilfe verfaldt habe, andere als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht
verwendet und die den benutzten Werken wortlich und inhaltlich entnommenen Stellen
als solche kenntlich gemacht habe. Diese Arbeit wurde keiner weiteren Universitét oder

Hochschule vorgel egt.

Bertram Fritzsch

Halle/Saale, den 21. September 2000



L ebendlauf
Name:

Geburtstag:
Geburtsort:

Familienstand:

Sept. 1973 - Juli 1983
Sept. 1983 - Juli 1985

Nov. 1985 - Aug. 1988

Sept. 1988 - Sept. 1992

Okt. 1992 - Mérz 1993

April 1993 - Sept. 1993
Okt. 1993
Okt. 1993 - Mé&rz 1994

seit April 1994
seit April 1999

Bertram Fritzsch
25.09.66
Annaberg-Buchholz
ledig

POS "Adam Ries' Annaberg-Buchholz
EOS"J. R. Becher" (heute: St. Annen-Gymnasium),
Annaberg-Buchholz

Wehrdienst Marinesttzpunkt Sal3nitz

Studium an der Martin-Luther-Universitét Halle-

Wittenberg, Fachbereich Pharmazie

Diplomarbeit am Institut fir Pharmazeutische
Technologie und Biopharmazie der Martin-L uther-
Universitdt Halle-Wittenberg

Praktikum in der Straussen-A potheke, Hattingen/Ruhr
Approbation als Apotheker

wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut fur
Pharmazeuti sche Technologie und Biopharmazie der
Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg

Inhaber der Annen-Apotheke, Annaberg-Buchholz
Vorstandsmitglied der DPhG, Landesgruppe Sachsen

Halle/Saale, den 21. September 2000



	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1. Einleitung und Aufgabenstellung
	2. Theoretischer_Teil
	2. 1. Physiologische Grundlagen
	2. 2. Pektin
	2. 2. 1. Der Einfluß von Pektinderivaten als löslicher Ballaststoff
	2. 2. 2. Charakterisierung der ausgewählten Pektinderivate

	2. 3. Gallensäuren
	2. 3. 1. Der Einfluß von Gallensäuren
	2. 3. 2. Charakterisierung der ausgewählten Gallensäuren
	2. 3. 3. Charakterisierung der ausgewählten Mischmizellen
	2. 3. 3. 1. Allgemeines
	2. 3. 3. 2. Fettsäuren
	2. 3. 3. 3. Phospholipide


	2. 4. Charakterisierung des verwendeten Arzneistoffes Chinin

	3. In Vitro-Versuche
	3. 1. Permeationsversuche mit künstlicher Membran
	3. 1. 1. Grundlagen
	3. 1. 2. Versuchsdurchführung mit dem Permeationsmodell nach FÜRST und NEUBERT
	3. 1. 3. Permeationsversuche Chinin-HCl 2.2mM mit Pektinderivaten
	3. 1. 4. Permeationsversuche Chinin-HCl 2.2 mM mit Gallensäuren und Mischmizellen
	3. 1. 5. Permeationsversuche Chinin-HCl 1.1 mM mit Pektinderivaten
	3. 1. 6. Permeationsversuche Chinin-HCl 1.1 mM mit Gallensäuren und Mischmizellen

	3. 2. Permeationsversuche mit der everted sac-Technik
	3. 2. 1. Grundlagen und Versuchsdurchführung
	3. 2. 2. Ergebnisse und Diskussion

	3. 3. Permeationsversuche mit dem Diffusionskammersystem Snapwell TM unter Verwendung des Zellkultursystems Caco-2
	3. 3. 1. Grundlagen und Versuchsdurchführung
	3. 3. 2. Ergebnisse und Diskussion


	4. Pharmakokinetik-Versuche
	4. 1. Grundlagen
	4. 2. Versuchsdurchführung
	4. 3. Ergebnisse und Diskussion

	5. Zusammenfassung und Schlußbetrachtungen
	6. Anhang
	6. 1. Methoden
	6. 2. Chemikalienliste
	6. 3. Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen

	7. Literaturverzeichnis

