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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 

1.1 EINLEITUNG 

Die orale Darreichung von Arzneistoffen ist nach wie vor die Applikationsart der ers-

ten Wahl. Sie wird vom Patienten als angenehmste Form der Verabreichung 

empfunden und stellt bis heute die am häufigsten genutzte Arzneiform dar. Voraus-

setzung für die Möglichkeit einer oralen Darreichung ist die ausreichende orale 

Bioverfügbarkeit des jeweiligen Wirkstoffs. In der pharmazeutischen Forschung wird 

jedoch durch die Methoden der kombinatorischen Chemie eine ständig ansteigende 

Zahl neuer Wirkstoffe generiert, von denen ein zunehmender Anteil nur eine geringe 

Löslichkeit in wässrigem Medium besitzt. Hieraus resultiert in vielen Fällen eine un-

zureichende intestinale Permeabilität und dadurch eine zu geringe orale 

Bioverfügbarkeit (Rasenack und Müller, 2005). Diese Entwicklung macht zum einen 

Selektionsverfahren notwenig, die möglichst schnell und kostengünstig in der Lage 

sind, die Wirkstoffkandidaten mit dem höchsten Anwendungspotential herauszufil-

tern. Zum anderen stellt sich für die pharmazeutische Entwicklung die 

Herausforderung, geeignete galenische Technologien so zur Anwendung zu bringen, 

dass diese Wirkstoffe in Form spezieller Drug-Delivery-Systeme ausreichend biover-

fügbar gemacht werden. Zusätzlich werden Modelle zur Vorhersage des 

pharmakokinetischen und pharmakologischen Verhaltens (z. B. orale Bioverfügbar-

keit, Metabolismus bzw. Arzneistoff-Interaktionen, Pharmakogenomik) neuer 

Wirkstoffe erforderlich. Grundlage für den Erfolg der genannten Verfahren und Mo-

delle sind detaillierte Kenntnisse über die Mechanismen der Arzneistoffabsorption 

und der dabei zu überwindenden biologischen Barrieren.  

Im Falle oraler Darreichung fungiert das intestinale Epithel als diejenige Barriere, die 

die Absorption von Arzneistoffen sowie von Nährstoffen kontrolliert. Ein weit verbrei-

tetes in vitro Modell zur Untersuchung von intestinalen Absorptionsprozessen ist die 

aus einem humanen Colon Adenokarzinom abgeleitete Caco-2 Zelllinie, die seit ihrer 

Isolierung durch J. Fogh im Jahre 1977 ausführlich charakterisiert wurde (Hidalgo et 

al, 1989; Artursson, 1990; Hilgers et al., 1990; Wilson et al., 1990; Hillgren et al., 

1995). Die Caco-2 Zellen werden bei der Beantwortung einer Vielzahl verschiedener 

Fragestellungen eingesetzt. Beispielsweise soll die in Caco-2 Zellen ermittelte  
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Permeabilität von neuen Wirkstoffen die Vorhersage der absoluten Bioverfügbarkeit 

der Substanz in vivo ermöglichen; Struktur-Transport-Beziehungen für Carrier-

vermittelte Transportwege werden bestimmt und Targeting-Strategien entwickelt; der 

Einfluss von pharmazeutischen Hilfsstoffen, Salzen und Nahrungsbestandteilen auf 

den Arzneistofftransport kann untersucht werden; chemische Strategien (z. B. 

Prodrugs), die die Permeabilität der intestinalen Mucosa verstärken oder den intesti-

nalen Metabolismus eines Wirkstoffs minimieren sollen, können beurteilt werden; 

potenzielle toxische Effekte von Wirkstoffkandidaten oder Hilfsstoffen auf die Darm-

schleimhaut können erkannt werden. Bei der Aufklärung intestinaler Mechanismen 

des Arzneistofftransports (z. B. parazellulär versus transzellulär; passive Diffusion 

versus Carrier-vermittelte Mechanismen) nehmen die Caco-2 Zellen eine besonders 

herausragende Position ein (Borchardt, 1995). Die Bedeutung der Caco-2 Zelllinie 

als in vitro Modell für biopharmazeutische Permeabilitätsuntersuchungen manifestiert 

sich unter anderem in einer Industrierichtlinie der amerikanischen FDA (Food and 

Drug Administration), welche ein Klassifizierungssystem für pharmazeutische Wirk-

stoffe aus schnell freisetzenden, festen, oral applizierten Formulierungen beinhaltet. 

Das so genannte Biopharmaceutics Classification System (BCS) teilt Arzneistoffe 

anhand ihrer Löslichkeit und ihrer in Caco-2 Zellen ermittelten Permeabilität in vier 

Klassen ein (Amidon et al., 1995; FDA Guidance for Industry, 2000).  

Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Modellarzneistoff Ibuprofen ist 

ein nicht-steroidales Antirheumatikum (non-steroidal antiinflammatory drug, NSAID) 

(Struktur siehe Abbildung 7-5, Anhang), das innerhalb des Biopharmazeutischen 

Klassifizierungssystems (BCS) aufgrund seiner hohen Permeabilität, aber pH-

abhängig schlechten Löslichkeit, der Klasse II zugeordnet wird (Potthast et al., 2005). 

In der Literatur finden sich zahlreiche Angaben zum Transport von Ibuprofen. Jedoch 

ist nicht abschließend geklärt, ob die gute Permeabilität von Ibuprofen auf rein passi-

ver Diffusion basiert oder ob ein aktiver Mechanismus beteiligt ist. Im 

Zusammenhang mit dem Transport von NSAIDs, die wie Salicylsäure und Ketopro-

fen einen Monocarboxylsäure-Rest in ihrer Struktur aufweisen, wird wiederholt der 

Monocarboxylat-Transporter 1 (MCT1) genannt (Takanaga et al., 1994; Tsuji und 

Tamai, 1996; Neuhoff et al., 2005; Choi et al., 2005). Zusätzlich zur passiven Perme-

abilität der genannten Arzneistoffe wird diesem Carrier eine Rolle an deren 

Membrantransport zugeschrieben. Auch in Verbindung mit dem Transport von  

Ibuprofen wird mehrfach auf den pH-abhängigen, MCT1-vermittelten Transport 
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hingewiesen (Tamai et al., 1995; Ogihara et al., 1996; Korjamo et al., 2005). Andere 

Arbeitsgruppen beschreiben jedoch einen pH-abhängigen, aber dennoch rein passi-

ven Absorptionsmechanismus, sowohl für Ibuprofen (Legen et al., 2003; Lee et al., 

2005) als auch für weitere NSAIDs (Takagi et al., 1998: Legen und Kristl, 2003). 

Vor diesem Hintergrund zahlreicher, jedoch widersprüchlicher Angaben zum Ibupro-

fen-Transport, bleibt die Frage der tatsächlichen Transportcharakteristik von 

Ibuprofen und die mögliche Beteiligung des MCT1 offen, so dass die Aufklärung die-

ses Sachverhalts im Fokus der vorliegenden Arbeit liegt. Um die Interpretation 

pharmakokinetischer Erkenntnisse über den Transport von Ibuprofen und einen mög-

lichen Zusammenhang mit dem MCT1 auf einer soliden Basis zu ermöglichen, ist es 

erforderlich, die zelluläre Distribution dieses Transportproteins zu kennen. Hierzu gibt 

es einige Hinweise von anderen Arbeitsgruppen (2.1). Allerdings wurde die Lokalisa-

tion des MCT1 am Caco-2 Subklon TC7 bisher noch nicht untersucht. 

 

 

1.2 BIOVERFÜGBARKEIT UND GASTROINTESTINALE RESORPTION 

1.2.1 Bioverfügbarkeit, Pharmakokinetik und die Rolle von Arzneistoff-

transportern 

Das Ausmaß und die Geschwindigkeit, mit der ein Wirkstoff aus einer Zubereitung 

resorbiert wird und am Wirkort angelangt, wird als Bioverfügbarkeit eines Arzneistoffs 

bezeichnet. Diese ist bei Arzneimitteln, die intravenös verabreicht werden, definiti-

onsgemäß 100%. Die absolute Bioverfügbarkeit gibt den Anteil der Bioverfügbarkeit 

nach Verabreichung einer Substanz ins Zentralkompartiment im Vergleich zur intra-

venösen Applikation an. Unter oraler Bioverfügbarkeit versteht man in diesem 

Zusammenhang den Anteil einer oralen Dosis, die in den systemischen Kreislauf ge-

langt. Diese ergibt sich hierbei aus dem pharmakokinetischen Verhalten des 

Wirkstoffs, also dem Weg des Wirkstoffs im Körper, der nach oraler Applikation mit 

dem LADME Modell beschrieben werden kann: Liberation (Freisetzung), Absorption, 

Distribution, Metabolisierung, Exkretion. In allen Abschnitten dieses Modells, abge-

sehen von der Freisetzung aus der Darreichungsform, sind Transportsysteme von 
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großer Bedeutung: An Absorptionsbarrieren beispielsweise können Transporter die 

Aufnahme von Substanzen durch das gastrointestinale Epithel ermöglichen und sind 

gleichermaßen für den Efflux mancher Arzneistoffe verantwortlich. Transportsysteme 

sind weiterhin mitbestimmend für die Gewebeverteilung (Distribution) von Arzneistof-

fen, indem sie die Aufnahme in die Zielzellen oder die Ausschleusung aus diesen 

regulieren oder auch die Überwindung der Blut-Hirn- bzw. der Blut-Plazenta-

Schranke vermitteln. Durch die Vermittlung des In- und Effluxes von Arzneistoffen in 

Hepatozyten können Transporter modulierend in den Metabolismus von Wirksub-

stanzen eingreifen. Eine weitere Rolle spielen sie außerdem bei der biliären und 

renalen Exkretion sowie beim Übertritt in die Muttermilch. 

1.2.2 Resorption und biologische Barrieren 

Die Resorption des Arzneistoffs ist derjenige pharmakokinetische Aspekt, welcher 

den ersten bioverfügbarkeitsbestimmenden Schritt darstellt und im Mittelpunkt der 

vorliegenden Arbeit steht. Unter Resorption versteht man die Aufnahme eines Wirk-

stoffs durch biologische Barrieren in die Blutbahn oder in das Lymphgefäßsystem. 

Die Membranen, die dabei durchquert werden müssen, sind z. B. die Plasma-

membranen der Enterozyten bei der Resorption aus dem Magen-Darm-Trakt, die 

Sinusoidalmembran bei der Aufnahme aus dem Pfortaderblut in die Leber oder die 

Membranen der Gefäßendothelzellen beim Übertritt ins Gehirn. Wenngleich diese 

Membranen nicht identisch sind, so zeichnen sie sich doch durch wesentliche ge-

meinsame Strukturmerkmale aus (Fluid-Mosaik-Modell, Abbildung 1-1): Die 

Zellmembran besteht aus einer Phospholipiddoppelschicht, in die Proteine ein- oder 

aufgelagert sind und dabei ein Mosaik bilden. Durch die ganze Membran reichende 

Proteine bilden Poren in der Lipiddoppelschicht. Dabei hat man sich die Membran 

dynamisch, d. h. in dauernder Änderung begriffen, vorzustellen. Da diese lipophilen 

Zellmembranen von wässriger Gewebsflüssigkeit umgeben sind, lassen sich zwei für 

den Resorptionsprozess entscheidende Wirkstoffkenngrößen ableiten. Diese sind die 

Wasserlöslichkeit des Wirkstoffs und seine Permeabilität, d. h. sein Vermögen, die 

beschriebenen Membranen zu überwinden. 
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Für Arzneistoffe aus oraler Darreichungsform ist der Gastrointestinaltrakt der bevor-

zugte Resorptionsort und daher die Darmschleimhaut diejenige biologische Barriere, 

die der Arzneistoff überwinden muss. Einige anatomisch-physiologische Grundlagen 

des Gastrointestinaltrakts sollen diesen komplexen Zusammenhang im folgenden 

Abschnitt verdeutlichen. 

1.2.3 Physiologie des Gastrointestinaltrakts 

Der Magen-Darm-Trakt gliedert sich in die Abschnitte Oropharynx, Ösophagus, Ma-

gen, Dünn- und Dickdarm, in welche die Ausführungsgänge der exkretorischen 

Drüsen, Mundspeicheldrüsen, Pankreas und Leber einmünden. Die einzelnen 

Wandabschnitte des gesamten Trakts sind prinzipiell ähnlich aufgebaut (Abbildung 

1-2). Abweichungen im Aufbau ergeben sich durch die unterschiedlichen Funktionen. 

Während der Mund-Rachenraum und die Speiseröhre ausschließlich dem Weiter-

transport dienen, haben Magen, Gallenblase, Zäkum und Rektum vor allem 

Reservoirfunktion. Der Hauptort für Verdauung und Absorption ist der Dünndarm. 

 

 
Abbildung 1-1 Prinzipieller Aufbau der Plasmamembran (Thews und Vaupel 2005). 
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Der Dünndarm besteht aus drei aufeinander folgenden Abschnitten: dem Duodenum 

(20-30 cm lang), dem Jejunum (1,5 m lang) und dem Ileum (2 m lang). Durch die 

Ausbildung von Falten, Zotten (Villi) und fingerartigen Ausstülpungen der absorptiven 

Enterozyten (Mikrovilli, Bürstensaum) wird die für den Absorptionsprozess notwendi-

ge große Oberfläche geschaffen. Die absorbierende Gesamtoberfläche erreicht 

dadurch etwa 200 m² (Abbildung 1-3). Der Dickdarm ist etwa 120-150 cm lang. Die 

Colonozyten tragen dichte, jedoch kürzere Mikrovilli als die Enterozyten; die Zotten 

(Villi) fehlen im Colon. 

 
Abbildung 1-2 Wandschichten des Magen-Darm-Kanals in schematischer     

Darstellung (Thews und Vaupel 2005). 
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Gastrointestinale Epithelzellen bilden ein einschichtiges Zylinder- oder Palisaden-

Epithel mit einer typischen polaren Struktur. An der funktionellen Außenseite befindet 

sich die apikale Membran, die auch als Bürstensaummembran bezeichnet wird und 

das Lumen des Magen-Darm-Kanals begrenzt. Die der Blutseite zugewandten 

Membranpartien fasst man unter der Bezeichnung basolaterale Membran zusam-

men. Die seitlichen (lateralen) Membranen benachbarter Zellen begrenzen den 

Interzellularspalt. Dieser ist nach der apikalen Seite hin durch den Schlussleisten-

komplex mehr oder weniger stark abgedichtet. Dieser Komplex besteht aus den 

eigentlichen Schlussleisten (Tight Junctions), die als Netzwerk benachbarte Zellen 

verbinden und aus einem gürtelförmigen Desmosom, das dem mechanischen Zu-

sammenhalt der Epithelzellen dient. Durch diesen Aufbau besitzen die Epithelzellen 

eine durchgehende Oberfläche.  

1.2.4 Epitheliale Transportmechanismen 

Das Epithel des Gastrointestinaltrakts dient dem Stoff- und Flüssigkeitsaustausch. 

Die Transportleistungen der Epithelzellen werden hierbei durch spezifische Trans-

portsysteme bewirkt. Einen Überblick über diese Systeme, deren jeweiliger Anteil am 

Resorptionsprozess arzneistoffspezifisch ist, gibt Abbildung 1-4. 

 

 
Abbildung 1-3 Vergrößerung der Darmschleimhaut-Oberfläche durch spezielle  

morphologische Strukturen (angelehnt an Thews und Vaupel 2005). 
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Abbildung 1-4  Schematische Übersicht über epitheliale Transportmechanismen: 

(A) passiv transzellulär; (B) passiv parazellulär; (C) sekundär aktiv, Carrier-vermittelt; 

(D) primär aktiv, Absorption; (E) primäraktiv, Efflux; (F) intrazellulärer Metabolismus. 

 
Grundsätzlich können Transportmechanismen in zwei große Gruppen eingeteilt wer-

den, die parazelluläre Permeabilität und den transzellulären Transport. 

1.2.4.1 Parazelluläre Permeabilität 

Die parazelluläre, rein passive Permeabilität, wird durch transepitheliale Gradienten 

angetrieben. Ihr Weg führt durch die Schlussleisten hindurch und über die gesamte 

Länge des Interzellularspalts. Die Schlussleisten sind sowohl für gelöste Substanzen 

(Voraussetzung: Hydrophilie, MG < 300 g/mol) als auch für Wasser bis zu einem ge-

wissen Grad durchlässig. Im Intestinum nimmt die Durchlässigkeit der Tight 

Junctions von proximal nach distal hin deutlich ab. Diese entspricht der Porengröße 

für ungeladene Moleküle (Jejunum ca. 0,8 nm; Ileum ca. 0,4 nm; Colon ca. 0,2 nm) 

und der Ionenselektivität (Thews und Vaupel 2005). 

1.2.4.2 Transzellulärer Transport 

Passive Diffusion 

Der passiv transzelluläre Stofftransport führt durch die apikale Membran, das Zyto-

plasma, die basolaterale Membran und meist auch über eine gewisse Strecke des 

apikal 

basolateral 

BLUT 

LUMEN 
A B C D E F 
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Interzellularspalts. Passive Diffusion erfordert keine Energie, sondern der Arzneistoff 

diffundiert aufgrund eines Konzentrationsgefälles durch die entsprechende Zell-

membran. Darüber hinaus ist die Diffusionsgeschwindigkeit von der Fläche und der 

Dicke der Membran sowie von einem stoffspezifischen Diffusionskoeffizienten ab-

hängig. Dieser Zusammenhang wird durch das Fick´sche Diffusionsgesetz quantitativ 

beschrieben (Gleichung 1). Der Diffusionskoeffizient wiederum ist vom Diffusionsme-

dium (z. B. Viskosität und absolute Temperatur) und der Art des diffundierenden 

Moleküls (z. B. Molekülgröße und -struktur, Lipophilie, pka, Ladung) abhängig.  

( )ia cc
d
APD

dt
dm

−⋅⋅⋅=       Gleichung 1 

dm/dt  Diffusionsgeschwindigkeit [mg/s] 

D  Diffusionskoeffizient [cm²/s] 

P  Verteilungskoeffizient zwischen Membran und Außenmedium 

A  zur Diffusion verfügbare Fläche der Membran [cm²] 

(ca –ci) Konzentrationsgradient über die Membran [mg/ml] 

d  Diffusionsstrecke; Dicke der Membran [cm] 

An den Grenzflächen der Membran stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht gemäß 

dem Verteilungskoeffizienten ein; der Transport innerhalb der Membran folgt dem 

Diffusionsgesetz. Daraus folgt, dass ein Arzneistoff sowohl wasserlöslich als auch 

lipidlöslich sein muss, um biologische Membranen durchdringen zu können. Als Maß 

hierfür eignet sich der log P, der Logarithmus des Octanol/Wasser-

Verteilungskoeffizienten der betrachteten Substanz im nicht ionisierten Zustand. Für 

Arzneistoffe mit log P-Werten nahe 2 wird beispielsweise grundsätzlich eine vollstän-

dige Absorption vorhergesagt. Bei log P-Werten > 4 beginnt die Permeabilität 

allmählich zu sinken (Lipinski, 2000; Artursson et al., 2001), da der Arzneistoff dann 

so hydrophob ist, dass er leicht in die Lipiddoppelschicht eindringt, sie jedoch nicht 

mehr verlassen kann. Im Falle ionisierbarer Arzneistoffe wird anstelle des log P häu-

fig der log D, der Logarithmus des Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten der 

betrachteten Substanz bei einem bestimmten pH-Wert, angegeben, da dieser unter 

Umständen eine aussagekräftigere Interpretationsgrundlage schafft (Artursson et al., 

2001). 
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Erleichterte Diffusion 
Carrier-vermittelte oder sekundär aktive Mechanismen erleichtern die transzelluläre 

Absorption bestimmter Substanzen. Sie nutzen einen durch primär aktiven Transport 

entstandenen Gradienten aus, verbrauchen selbst jedoch kein ATP. Dieses Prinzip 

erleichtert insbesondere sehr hydrophilen Substanzen das Durchdringen von Zell-

membranen, indem die Moleküle durch die Kopplung an den Carrier vorübergehend 

ausreichend lipophile Eigenschaften erhalten. Ein Beispiel für ein solches sekundär 

aktives System ist der Natrium-abhängige Glucose Transport im Dünndarm. Die 

ATP-gebundene Natriumpumpe verursacht einen zelleinwärts gerichteten elektro-

chemischen Gradienten für Natrium, der die Triebkraft für die Aufnahme von Glucose 

im Cotransport mit Natrium aus dem Darmlumen ist. In der Zelle findet eine Aufkon-

zentrierung der Glucose statt, so dass diese die Zelle durch die basolaterale 

Membran durch erleichterte Diffusion wieder verlassen kann. 

Aktiver Transport 
Der primär aktive Transport erfolgt ausschließlich transzellulär. Er ist an die ATP-

Hydrolyse gebunden; d. h. er ist energieabhängig und dadurch zum Stofftransport 

entgegen eines Konzentrationsgradienten befähigt. Solche aktiven Transportprozes-

se sind sättigbar, da sie eine begrenzte Kapazität haben. Zu dieser Gruppe gehören 

auch aktive Efflux Transporter, allen voran P-Glycoprotein (P-gp), das in der apikalen 

Membran exprimiert wird und die Absorption von Substanzen ins Blut begrenzt, in-

dem es diese aktiv zurück ins intestinale Lumen transportiert.  

Endozytose 
Kleine Flüssigkeitströpfchen (Pinocytose) bzw. Feststoffpartikel (Phagozytose) wer-

den durch vesikulären Einschluss als Ganzes durch die Membran geschleust. Bei 

der Persorption gelangen feste Teilchen (Nanopartikel) zwischen den Membranen 

der Epithelzellen hindurch in den Organismus. 

Welcher Transportmechanismus für welchen Arzneistoff in Frage kommt, hängt von 

seinen physikochemischen Eigenschaften ab, wie zum Beispiel vom Molekularge-

wicht bzw. von seinem molekularen Volumen, vom pka-Wert, der Löslichkeit und 

chemischen Stabilität. Physiologische Faktoren wie die Magenentleerung, die 

gastrointestinale Motilität, der intestinale pH-Wert, die Durchblutung, der Lymphfluss, 

der pathologische Zustand, Arzneistoff-Interaktionen, die Ernährung und das Auflö-

sungsverhalten im Mucus sind ebenso relevant. 
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1.3 DIE CACO-2/TC7 ZELLKULTUR ALS IN VITRO MODELL FÜR DAS 

GASTROINTESTINALE  EPITHEL 

1.3.1 Modelle zur Untersuchung intestinaler Absorption 

Die Methoden zur Untersuchung intestinaler Absorption können in drei große Grup-

pen eingeteilt werden, nämlich die in vivo, in situ und in vitro Methoden. 

In vivo Modelle 
Der Vorteil der in vivo Modelle ist die Einbindung der dynamischen Komponenten der 

mesenterischen Blutzirkulation, des Mucus-Layers und allen weiteren Faktoren, die 

die Arzneistoff-Dissolution und -Resorption beeinflussen können. Das am häufigsten 

verwendete Tiermodell für in vivo Studien ist die Ratte, da dieses die menschlichen 

Gegebenheiten am Besten widerspiegelt. Die Grenzen solcher Modelle liegen in der 

Unmöglichkeit, die individuell an der Absorption beteiligten Variablen unabhängig 

voneinander zu betrachten sowie in der Gefahr falsch-positiver Ergebnisse (Le  

Ferrec et al., 2001). 

In situ Modelle 
In situ Modelle werden sowohl an anästhetisierten Ratten als auch an Menschen 

(Einführung eines Katheters nach der Ballon- oder Loc-1-Gut-Technik) eingesetzt. 

Auch hier sind sämtliche physiologischen Aspekte, die die Absorption beeinflussen, 

wie z. B. Metabolismus, gegenwärtig. Daraus ergibt sich ein standardisierbares und 

reproduzierbares Modell, das außerdem eine gute Korrelation mit pharmakokineti-

schen Studien in vivo bietet. Derartige Untersuchungen, speziell die am Menschen, 

können jedoch nicht in der Routine eingesetzt werden (Le Ferrec et al., 2001). 

In vitro Modelle 
Es gibt zahlreiche in vitro Modelle, z. B. die Methode des „everted gut sac“ am um-

gestülpten Ratten-Intestinum, isolierte und perfundierte Organe bzw. intestinale 

Segmente, die Ussing Kammern und nicht zuletzt verschiedene Zellmodelle. Auf die 

einzelnen aufgezählten Modelle kann an dieser Stelle nicht in aller Ausführlichkeit 

eingegangen werden, so dass der Schwerpunkt auf die Zellkulturmodelle, insbeson-

dere die Caco-2 Zellen, gelegt wird.  
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Zellkulturmodelle weisen einige Vorteile gegenüber den bisher beschriebenen  

Absorptionsmodellen für Arzneistoffe auf. Unter anderem können Permeabilität und 

Metabolismus eines Arzneistoffs schnell beurteilt werden; es besteht die Möglichkeit 

der Untersuchung der Arzneistoffabsorption unter kontrollierten Bedingungen; die 

Zellkulturen sind relativ simple Systeme; störende Einflüsse durch den Mucus-Layer 

sind nicht vorhanden; Methoden zur Verbesserung der Arzneistoffabsorption, wie 

z. B. der Einsatz von Prodrugs oder absorptionsverbessernder Hilfsstoffe, können 

schnell getestet werden; automatisierte Verfahren und HTS (High Throughput Scree-

ning) sind möglich; Zellkulturen bieten die Gelegenheit der Durchführung von Studien 

an humanen Zellen; außerdem eröffnen sie die Möglichkeit der Minimierung zeitauf-

wändiger, teurer und teilweise kontrovers diskutierter Tierversuche.  

Als nachteilig im Vergleich zur in vivo bzw. in situ Situation kann beurteilt werden, 

dass physiologische Faktoren, die die Darmpassage beeinflussen, z. B. Mucucs-

Bildung (Diffusionsbarriere), Gallensalze und Cholesterol (oberflächenaktive Sub-

stanzen, Solubilisierung), in Zellkulturmodellen nicht vorhanden sind. Das Caco-2 

Zellkulturmodell ist außerdem ein statisches Modell, das nur Zellen eines Zelltyps 

tumoralen Ursprungs beinhaltet. Ein weiterer Nachteil der Zellkulturmodelle ist die 

gelegentlich schwierige Extrapolation der Daten auf die in vivo Situation – ein Prob-

lem, das jedoch fast alle in vitro Modelle gemein haben (Le Ferrec et al., 2001; 

Artursson, 1991). 

1.3.2 Charakterisierung der Caco-2 Zelllinie 

1.3.2.1 Die Caco-2 Zellkultur 

Die Caco-2 Zelllinie wurde 1974 von J. Fogh, einem dänischen Arzt, aus dem Colon 

Adenokarzinom eines Patienten kaukasischer Rasse isoliert und charakterisiert 

(Fogh et al.,1977). Die Caco-2 Zellen sind immortale und adhärente Zellen, die unter 

normalen Zellkulturbedingungen spontan ausdifferenzieren und morphologische und 

physiologische Ähnlichkeit zum Dünndarmepithel des Menschen aufweisen. Die  

Zellen polarisieren, bilden Dome und einen gut ausgebildeten Bürstensaum mit ent-

sprechender Enzymausstattung und Tight Junctions zwischen benachbarten Zellen. 

Caco-2 Zellen bilden keinen Mucus-Layer, was in Studien zum Arzneistofftransport 

aber häufig ausgenutzt wird, um beteiligte Mechanismen unabhängig von diesem zu 
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untersuchen. Bei der Anzucht der Caco-2 Zellen besipielsweise auf Polycarbonatfil-

tern bilden sie Monolayer aus ausdifferenzierten, säulenartigen Zellen (sog. Zylinder- 

bzw. Palisaden-Epithel) mit Mikrovilli und Tight Junctions auf der apikalen Seite. Die 

Zellkerne befinden sich im Allgemeinen im basalen Teil der Zellen (Artursson, 1991). 

1.3.2.2 Der TC7 Subklon 

Der Subklon TC7 wurde aus einer späten Passage (# 198; T für tardif, spät) der ur-

sprünglichen Caco-2 Zelllinie von A. Zweibaum, INSERM (Institut National de la 

Santé et de la Recherche Médicale, Villejuif, Frankreich), abgeleitet (Chantret et al., 

1994). In einigen Studien wurde gezeigt, dass die TC7 Zellen für Untersuchungen 

zum Arzneistofftransport eine gute Alternative zur ursprünglichen Caco-2 Zelllinie 

darstellen und sogar Vorteile bieten (Caro et al., 1995; Grès et al., 1998). Entschei-

dend für die Nützlichkeit der TC7 Zellen ist die Möglichkeit, Absorptionsstudien 

losgelöst vom Hauptmetabolisierungsenzym für Arzneistoffe, CYP3A4, durchführen 

zu können. Im Vergleich mit den ursprünglichen Caco-2 Zellen zeigt der TC7-Klon 

zwar eine höhere Enzymaktivität von CYP3A (Carrière et al., 1994; Raeissi et al., 

1999), allerdings handelt es sich hierbei wahrscheinlich nicht um die Isoform 

CYP3A4, sondern um CYP3A5 (Raeissi et al., 1997). Ein weiterer Vorteil der Caco-

2/TC7 Zellen liegt darin, dass sie in einen deutlich geringeren P-gp-vermittelten 

Efflux als die ursprünglichen Caco-2 Zellen zeigen (Grès et al., 1998), da für diese 

eine starke Überexpression gegenüber humanem Colon in vivo bekannt ist (Le 

Ferrec et al., 2001). Zusätzliche Unterschiede zwischen Caco-2 Zellen und dem 

Subklon TC7 liegen im geringeren Glucose-Bedarf der TC7 Zellen, ihrer höheren 

Wachstumsrate und ihrer höheren Zelldichte in der stationären Phase, also zwischen 

Tag 9 und Tag 15 nach Aussaat (Tabelle 1-1). 

Tabelle 1-1 Eigenschaften der Caco-2 Zellen und des Subklons TC71 

 Caco-2 Caco-2/TC7 

Generationszeit [h] 30 20-24 / 26 

Zelldichte [Zellen / 25 cm²] 13 · 106 18 · 106 / 16 · 106 

                                             
1 Daten verschiedener Autoren (Grès et al., 1998; Chantret et al., 1994) durch Querstriche abgetrennt 
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1.3.3 Bekannte Arzneistofftransporter in Caco-2 Zellen 

1.3.3.1 Effluxtransporter 

Transporter können eine bedeutende Rolle in der Limitierung der Arzneistoffabsorp-

tion durch deren Sekretion ins intestinale Lumen spielen (Anderle et al., 2004). Der 

bekannteste Effluxtransporter und der wahrscheinlich am Besten untersuchte Arznei-

stofftransporter überhaupt ist P-Glycoprotein (P-gp). P-gp gehört zur Gruppe der 

ABC-Transporter (ATP-Binding-Cassette) (ABCB1) und ist das MDR1-Genprodukt 

(Multiple Drug Resistance). Dieser Transporter zeichnet sich durch eine geringe Sub-

stratspezifität und große Kapazität aus. P-gp ist ein ATP-abhängiger Transporter, der 

aus 12 Transmembranspannen aufgebaut und im Darm in der apikalen Membran 

lokalisiert ist. Damit übt er eine aktive Barrierefunktion für Xenobiotika aus. (Loo et 

al., 2004). Zu den bekannten Substraten gehören unter anderem Digoxin, Cyclospo-

rin A, Tacrolimus, Sequinavir, Indinavir, Vinblastin, Vincristin, Verapamil und Taxol 

(Balimane et al., 2004). 

 

 
Der zugrunde liegende Efflux-Mechanismus sieht nach Loo et al. (2004) folgender-

maßen aus (Abbildung 1-5, rechte Seite). Bei der Diffusion eines Arzneistoffs aus 

dem extrazellulären wässrigen Medium in die Lipid-Doppelschicht wird dieser de-

hydratisiert. In der Membran wird der Arzneistoff von P-gp aufgegriffen 

(„Staubsauger-Funktion“) oder diffundiert in die Arzneistoff-Bindetasche (Abbildung 

1-5, linke Seite). Dort wird er im Verlauf der ATP-Hydrolyse rehydratisiert. Durch die 

  
Abbildung 1-5 P-Glycoprotein (P-gp). Skizze der trichterförmigen und für Wasser 

zugänglichen Arzneistoff-Bindetasche (links) und Modell des postulierten Efflux-

Mechanismus (rechts) (Loo et al., 2004). 
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ATP-Hydrolyse treten Konformationsänderungen ein, die zu einem Zustand geringe-

rer Affinität des P-gp zum Arzneistoff führen. Resultat ist die Expulsion des 

Arzneistoffs ins extrazelluläre Medium. 

1.3.3.2 Aufnahmetransporter 

Eine große Anzahl absorptiver intestinaler Membrantransporter spielt eine wichtige 

Rolle bei der Aufnahme und Verteilung von Nährstoffen, Arzneistoffen und Prodrugs. 

Die Liste bekannter Aufnahmetransporter ist inzwischen so groß, dass an dieser 

Stelle eine Tabelle mit wenigen ausgewählten Beispielen einen kleinen Überblick 

verschaffen soll (Tabelle 1-2). Trotzdem sind die relevanten Transporter für die meis-

ten Arzneistoffe weitgehend unbekannt bzw. deren Funktionalität, Gewebeverteilung, 

Transportkapazität und Substratspezifität nicht hinreichend aufgeklärt (Anderle et al., 

2004). 

Tabelle 1-2 Übersicht über intestinale Aufnahmetransporter (Auszug aus 

Steffansen et al., 2004) 

Carrier System für Protein Zelluläre      
Lokalisation 

Substratbeispiel 

Aminosäuren LAT1-4F2hc 
TAT1 
PAT 

AP / BL 
BL 
AP 

Baclofen, L-Dopa 
L-Dopa 
GABA, D-Cycloserin 
 

Peptide PEPT1 AP Orale Cephalosporine,          
β-Lactam Antibiotika, ACE-
Hemmer, Valacyclovir 
 

Glucose SGLT1 
GLUT5 

AP 
AP / BL 

D-Glucose 
D-Fructose 
 

Fettsäuren FATP4 AP Cholesterol, Palmitat 
 

Nucleoside ENT1 
CNT1 

BL 
AP 

Purine, Cladribin, Cytarabin 
Purinnucleoside, AZT 
 

Monocarboxylate MCT1 Ubiquitär Pyruvat, Lactat, Propionat, 
Butyrat, Benzoesäure,      
Nicotinsäure, Salicylat, 
Pravastatin  
 

Phosphate 
 

NaPiIIb Unbekannt 
 

HPO4² 
 

Gallensäuren  ASBT / ISBT AP Cholesterol, Taurocholat, 
Glycodeoxycholat 
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Organische Anionen  OAT2 
OATPB 

BL 
AP 

Acetylsalicylat, Methotrexat 
Pravastatin, Enalapril 
 

Organische Kationen  OCT1 BL Aciclovir, Desipramin,        
Dopamin, Noradrenalin 
 

Vitamine SVCT1 
THTR1 
RFT / FOLT 
SMVT 

AP 
AP 
Unbekannt 
Unbekannt 
 

Ascorbinsäure 
Thiamin 
Folsäure, Methotrexat 
Biotin, Panthothenat, 

 

 

1.4 DIE MONOCARBOXYLAT-TRANSPORTER (MCTs) 

1.4.1 Die MCT Familie 

Die Monocarboxylat-Transporter Familie gehört zur SLC16 Genfamilie (SLC für  

solute carrier). Diese umfasst inzwischen 14 Mitglieder, wobei Orthologe in unter-

schiedlichen Spezies identifiziert wurden. Vier MCTs (MCT1-MCT4) wurden bisher 

funktionell charakterisiert (Halestrap und Meredith, 2004). Die MCTs sind integrale 

Membranproteine, deren physiologische Rolle im Transport endogener metabolisch 

bedeutender Monocarboxylate wie Lactat, Pyruvat und Ketonkörpern besteht. Der 

zugrunde liegende Mechanismus ist der äquimolare Cotransport der Substrate mit 

Protonen im Sinne einer erleichterten Diffusion (Enerson und Drewes, 2003). 

1.4.2 Topologie 

Die MCTs sind aus 12 Transmembranspannen (TMs) mit intrazellulären Amino- und 

Carboxy-Termini aufgebaut. Die größte Sequenzvariation zwischen Isoformen zeigt 

sich im C-Terminus und in dem großen intrazellulären Loop zwischen TM 6 und TM 7 

(Abbildung 1-6). Im Gegensatz dazu sind die Transmembranspannen selbst hoch 

konserviert. Das Hilfsprotein CD147 wurde als essentiell für die korrekte Expression 

und Funktionalität von MCT1 und MCT4 identifiziert (Halestrap und Meredith, 2004). 
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1.4.3 Funktion 

Die funktionellen Eigenschaften der MCT-Familie wurden anhand des Transports von 

Lactat über MCT1 an Erythrozyten beschrieben. MCT1 fördert entweder den Netto-

Transport eines Monocarboxylats mit einem Proton oder den Austausch eines Mono-

carboxylats mit einem anderen (Deuticke, 1982). Mechanistisch erfolgt dies über die 

geordnete Bindung eines Protons an den Carrier, gefolgt von einem Lactat-Anion. 

Dies bewirkt eine Konformationsänderung, die das Substrat nach innen durch die 

Membran transportiert (Poole und Halestrap, 1993). Anschließend werden die  

Substrate nacheinander und in umgekehrter Reihenfolge freigesetzt und die leere 

Substratbindungsstelle kehrt an die äußere Oberfläche zurück. Es wurde gezeigt, 

dass der letzte Schritt der geschwindigkeitsbestimmende ist (Deuticke, 1982). Der 

Translokationszyklus ist reversibel, wobei der Lactat Transport stimuliert werden 

kann, indem der pH-Wert auf der einen Seite von 8 auf 6 abgesenkt wird oder indem 

man den pH-Wert auf der anderen Seite der Membran anhebt (Halestrap und Price, 

1999). 

 
 

Abbildung 1-6 Vorgeschlagene Topologie der MCT-Familienmitglieder (modifiziert 

nach Halestrap und Meredith, 2004) 
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1.4.4 Isotypen und Gewebeverteilung  

MCT1 und MCT4 werden in unterschiedlichem Ausmaß in den meisten Geweben 

von Menschen und (Säuge-)Tieren exprimiert, während MCT2 deutlich restriktiver 

verteilt ist und MCT3 ausschließlich in der Basalmembran des retinalen Pigment-

epithels (RPE) gefunden wird. MCT5 kommt überwiegend in der Plazenta vor, MCT6 

in Niere und Plazenta, MCT7 in Pankreas und Gehirn und MCT8 in Leber, Niere und 

Herz (Halestrap und Price, 1999). 

Im gastrointestinalen Epithel ist die MCT1-Isoform von großer Bedeutung, während 

andere MCT-Isoformen einen vernachlässigbaren Einfluss zu besitzen scheinen  

(Halestrap und Price, 1999, Enerson und Drewes, 2003). Studien hinsichtlich der in-

testinalen Verteilung von MCT-Isoformen wurden mit dem Caecum des Hamsters 

und dem Colon von Schweinen und Menschen durchgeführt. In beiden Fällen wurde 

MCT1 gefunden, MCT2 jedoch nicht (Garcia et al., 1995; Ritzhaupt et al., 1998 a). 

Angaben über die Expression weiterer Isoformen sind derzeit noch nicht zu finden. 

1.4.5 Der Monocarboxylat-Transporter 1 (MCT1) 

1.4.5.1 Bekannte Substrate des MCT1 

Der MCT1 (SLC16A1) transportiert kurzkettige (C2 bis C5) unverzweigte aliphatische 

Monocarboxylate, wie z. B. Acetat und Propionat. Substituenten an C2 und C3 wer-

den teilweise toleriert oder sogar präferiert (z. B. Pyruvat, L-Lactat, Acetoacetat und 

β-Hydroxybutyrat). Dicarboxylate, Tricarboxylate und Sulfonate werden überhaupt 

nicht transportiert. Der Carrier ist stereoselektiv für 2-Hydroxy-substituierte Mono-

carboxylate (z. B. Affinität zu L-Lactat 10fach höher als zu D-Lactat), aber z. B. nicht 

für β-Hydroxybutyrat (Halestrap und Meredith, 2004). 

Es wurde gezeigt, dass MCT1 den Transport von Lactat, Salicylsäure, Benzoesäure 

und weiteren exogenen Monocarboxylaten über die Blut-Hirn-Schranke vermittelt 

(Kido et al. 2000). Ebenso wird eine bedeutende Rolle des MCT1 für die intestinale 

Absorption exogener schwacher organischer Carboxylsäuren diskutiert. Es wird da-

von ausgegangen, dass der MCT1 an der intestinalen Absorption von gewissen  

β-Lactam-Antibiotika, kurzkettigen Fettsäuren (Short Chain Fatty Acids, SCFAs) wie 

Butyrat sowie von NSAIDs wie Salicylsäure und Ketoprofen beteiligt ist (Enerson und 
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Drewes, 2003; Emoto et al., 2002; Neuhoff et al., 2005; Choi et al., 2005). Eine Mög-

lichkeit zur Identifizierung der Substrate des MCT1 besteht in Inhibitionsstudien unter 

Verwendung möglichst spezifischer Hemmstoffe dieses Transporters. 

1.4.5.2 Hemmstoffe des MCT1 

Die MCT1-Hemmstoffe können in drei Kategorien eingeteilt werden (Halestrap und 

Meredith, 2004): 

Zu den kompetitiven und am Besten untersuchten Inhibitoren für MCT1 zählen unter 

anderem Cyano-Zimtsäurederivate, wie z. B. α-Cyano-4-hydroxycinnamat (CHC). 

Hierbei ist zu beachten, dass CHC zwar oft als spezifischer Inhibitor für MCT1 ge-

nannt wird, jedoch ebenso den mitochondrialen Pyruvattransporter und den 

Anionenaustauscher AE1 hemmt. 

Eine Bandbreite amphiphiler Verbindungen unterschiedlicher Struktur können als 

potente Hemmstoffe eingesetzt werden, so z. B. die Bioflavonoide Quercetin und 

Phloretin. Diese hemmen allerdings ebenfalls AE1 und andere Membrantransport-

prozesse. 

Stilbendisulfonate, 4,4´-Diisothiocyanostilben-2,2´-disulfonat (DIDS) als ein Beispiel, 

wirken als reversible Hemmstoffe des MCT1 in Erythrocyten, jedoch mit deutlich ge-

ringerer Affinität als für AE1. MCT1 erfährt des Weiteren eine irreversible Hemmung 

durch verschiedene Thiol- und Amino-Reagenzien und ist besonders sensitiv gegen-

über p-Chloromercuribenzoesulfonat (pCMBS). 

1.4.5.3 Verteilung des MCT1 im Intestinum 

Bisher wurde der MCT1 in Geweben unterschiedlicher Spezies immunchemisch  

lokalisiert, ebenso in verschiedenen Zellkulturen. Immunoblots zeigten, dass das 

MCT1-Protein im humanen Intestinum vom Duodenum bis zum Colon reichlich 

exprimiert und vornehmlich in der luminalen Membran des Colons lokalisiert ist (Ritz-

haupt et al., 1998 a, Gill et al., 2005, Englund et al., 2006). Es wurde berichtet, dass 

das Ausmaß der MCT1-Protein- und mRNA-Expression in der luminalen Membran 

von Epithelzellen auf der Oberfläche der Colonmucosa am größten ausfällt und mit 

dem Abstieg in die Krypten schnell abnimmt (Lambert et al., 2002). Eine immunhisto-

chemische Studie bestätigte die Begrenzung auf apikale Membranen durch die 
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Markierung mit einem gegen den humanen MCT1 gerichteten Antikörper und dessen 

Visualisierung durch ein Chromogen (Gill et al., 2005). In der humanen intestinalen 

Zelllinie Caco-2 wurde herausgefunden, dass die mRNA-Expression des MCT1 in 

Caco-2 Zellen dem Expressionsprofil des humanen Dünndarms näher kommt als 

anderen Darmabschnitten des Menschen. Das zeitliche mRNA-Expressionsprofil des 

MCT1 in Caco-2 Zellen relativ zu dem im humanen Intestinum verhält sich von Tag 4 

bis Tag 21 konstant (Englund et al., 2006). In Monolayern des Caco-2/BBe Subklons 

wurde die Lokalisation des MCT1 in der apikalen Plasmamembran aufgezeigt (Buyse 

et al., 2002). 

 

 

1.5 ZIELSETZUNG 

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist die Aufklärung aktiver Transportmecha-

nismen von Arzneistoffen mit Hilfe der Caco-2/TC7 Zellen als in vitro Modell für das 

gastrointestinale Epithel. Die Kenntnis dieser Mechanismen ist unter anderem im  

Zusammenhang mit der oralen Bioverfügbarkeit neuer Wirkstoffe von Bedeutung. 

Als Modellarzneistoff wird das nicht-steroidale Antirheumatikum Ibuprofen ausge-

wählt. Ibuprofen ist der BCS-Klasse II zuzuordnen und aufgrund seiner 

dementsprechend guten Permeabilität für die Untersuchung von Transportmecha-

nismen grundsätzlich geeignet. Vorversuche mit Ibuprofen ergeben außerdem den 

Hinweis darauf, dass neben rein passiver Diffusion ein aktiver Transportmechanis-

mus an dessen Permeation beteiligt sein muss. In der Literatur finden sich einige 

Angaben über die passive Permeabilität von Ibuprofen, aber auch Hinweise auf die 

Beteiligung des Monocarboxylat-Transporters 1 (MCT1). Jedoch sind die gefundenen 

Aussagen inkonsistent (1.1), so dass die tatsächliche Rolle des MCT1 am Transport 

von Ibuprofen ungeklärt bleibt.  

Auf dieser Basis ergibt sich als Arbeitshypothese die Annahme, dass die Permeation 

von Ibuprofen neben der rein passiv transzellulären Diffusion durch einen Carrier, 

möglicherweise den MCT1, vermittelt wird. Die Überprüfung dieser Hypothese erfolgt 

über Permeationsstudien an Caco-2/TC7 Zellen, unterstützt durch die immunchemi-

sche Lokalisierung des MCT1 in diesen Zellen.  
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Die Permeationsstudien repräsentieren einen mechanistischen Ansatz und werden 

an Monolayern der Caco-2/TC7 Zellen in Transwells durchgeführt. Hierbei werden 

grundsätzlich beide Transportrichtungen untersucht, also sowohl die Richtung der 

Absorption als auch die der Sekretion. Dieses Vorgehen liefert Informationen über 

die Art des beteiligten aktiven Mechanismus, da dieser in beide Richtungen glei-

chermaßen oder, z. B. im Falle eines Efflux-Transporters, bevorzugt in eine Richtung 

funktionieren könnte. Weiterhin werden grundlegende Aspekte der Ibuprofen-

Permeation, wie z. B. Konzentrationsabhängigkeit oder der Bedarf an Stoffwechsel-

energie, herausgefiltert. Darauf aufbauend wird durch den Einsatz von Substraten 

oder Inhibitoren möglicherweise beteiligter Transporter, wie z. B. MCT1 oder P-gp, 

deren Beteiligung am Transport von Ibuprofen untersucht. Zur vergleichenden  

Einordnung der erhaltenen Ergebnisse über den Ibuprofen-Transport werden die 

Schlüsselexperimente parallel mit Propranolol, einem Modellarzneistoff für rein  

passiv transzelluläre Permeation, durchgeführt.  

Um gemeinsam mit den Ergebnissen der Permeationsstudien weiteren Aufschluss 

über die Rolle des MCT1 beim Ibuprofen-Transport zu erhalten, soll die zelluläre Ver-

teilung des MCT1-Proteins in den Caco-2/TC7 Zellen bestimmt werden. Zu diesem 

Zweck wird die Methode der Immunfluoreszenz an unserem Lehrstuhl neu etabliert. 

Diese besteht in der immunchemischen Markierung des MCT1-Proteins nach der so 

genannten 2-Schritt indirekten Färbemethode und der anschließenden fluoreszenz-

mikroskopischen Detektion. Hierfür müssen geeignete Antikörper ausgewählt und ein 

detailliertes Färbeprotokoll erstellt werden. Außerdem kommen verschiedene Fixie-

rungsmethoden zum Einsatz, die ebenso wie die Antikörper hinsichtlich ihrer Eignung 

in dieser Anwendung zu überprüfen sind. Für die Lokalisierung des MCT1 ist darüber 

hinaus eine räumliche Orientierung in den Zellen erforderlich, die durch die entspre-

chende Hintergrundfärbung von Zellkernen und F-Actin ermöglicht wird. Durch 

dieses Vorgehen kann eine valide Aussage über die räumliche Verteilung des MCT1-

Proteins in den Caco-2/TC7 Zellen getroffen werden. 

Durch die Zusammenfassung aller Einzelresultate der Permeationsstudien und der 

Immunfluoreszenz kann somit ein Gesamtbild der Transportcharakteristik von Ibupro-

fen beschrieben werden, das auch die Beurteilung der möglichen Beteiligung des 

MCT1 umfasst. 

 



2 IMMUNCHEMISCHE LOKALISIERUNG DES MCT1 

2.1 EINLEITUNG 

Wie in Kapitel 1.4.4 beschrieben, liefern inzwischen einige Literaturstellen Angaben 

über die Verteilung von MCT-Isoformen im Intestinum. Es besteht jedoch weiterhin 

die Möglichkeit, dass neben MCT1 weitere Isoformen der MCT Familie im mensch-

lichen Darmtrakt exprimiert werden. Im Hinblick auf Permeationsstudien zur Aufklä-

rung von Transportmechanismen macht dies die eindeutige Zuordnung der 

molekularen Identität des im Einzelnen beteiligten Transporters sehr komplex. Dieser 

Sachverhalt verdeutlicht die Bedeutung der Kenntnis des Expressionsprofils und vor 

allem der zellulären Lokalisation des in Frage kommenden Transportproteins für die 

Interpretation der pharmakokinetischen Daten. 

Die zelluläre Lokalisation des MCT1 in Caco-2 Zellen wurde zwar vor kurzem be-

schrieben (Buyse et al., 2002), allerdings im Subklon BBe (1.4.5.3). Im Caco-2/TC7 

Subklon wurde diese nach dem aktuellen Kenntnisstand noch nicht gezeigt und soll 

daher im Folgenden untersucht werden. Hierfür wird eine immunchemische Färbe-

methode etabliert, die die Lokalisierung des MCT1 mit Hilfe der Fluoreszenz-

mikroskopie ermöglicht. Außerdem wird die Funktionsfähigkeit und Spezifität zweier 

eingesetzter Antikörpersysteme bewertet. 

 

 

2.2 IMMUNCHEMISCHE FÄRBUNG UND FLUORESZENZ-

MIKROSKOPISCHE LOKALISERUNG DES MCT1 IN CACO-2/TC7 

ZELLEN 

2.2.1 Das Cytoskelett und F-Actin 

Das Cytosol eukaryotischer Zellen enthält ein Cytoskelett, das die Zellgestalt ge-

währleistet, für die Zellbeweglichkeit verantwortlich ist und intrazellulären 

Stofftransport ermöglicht. Das Cytoskelett besteht aus mindestens drei verschiede-

nen Faserarten bzw. Proteinfilamenttypen, nämlich den Intermediärfilamenten 
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(mechanische Stabilisierung), den Mikrotubuli (Zellorganisation und intrazellulärer 

Stofftransport) und den Actinfilamenten (Formgebung und Fortbewegung von Zellen) 

(Abbildung 2-1) (Alberts, 2005).  

 
Die Actinfilamente und speziell deren Lokalisation in der Zelle sind für die immun-

chemischen Nachweise (2.2.2 und 4.4.3.4) von besonderer Bedeutung. Daher 

werden sie an dieser Stelle genauer betrachtet. Das Actin-Cytoskelett dient unter 

anderem der Zellbewegung und der Formgebung der Zelloberfläche. Es ist aus Bün-

deln und Netzwerken von einzelnen Actinfilamenten, die auch als F-Actin bezeichnet 

werden, aufgebaut. Monomeres Actin ist globulär (G-Actin) und kann zur doppelheli-

kalen filamentären Form (F-Actin, bzw. Actinfilamente) polymerisieren. Diese 

flexiblen Strukturen sind überall in der Zelle verteilt; besonders häufig befindet sich 

jedoch unterhalb der Plasmamembran ein actinreicher Cortex. Speziell im Darm sta-

bilisieren F-Actin-Bündel die lange schlanke Gestalt der Mikrovilli der 

Bürstensaumzellen. 

2.2.2 Markierung von Zellkernen und F-Actin 

Die Lokalisierung des MCT1-Proteins in der Zelle und innerhalb des Zellverbands ist 

nur möglich, wenn die Ausrichtung des Zellmonolayers (apikale bzw. basolaterale 

Membran) und eine Orientierung innerhalb der Zellen (z. B. Lage des Zellkerns) ein-

deutig zugeordnet bzw. vorgenommen werden kann (4.4.3.4).  

Wie bereits beschrieben, ist das Erscheinungsbild der zum dichten Monolayer he-

rangewachsenen und ausdifferenzierten Caco-2 Zellen säulenartig (1.3.2.1). Die 

 
Abbildung 2-1 Die drei Proteinfilamenttypen, die das Cytoskelett bilden, am Bei-

spiel von Darmepithelzellen: (A) Intermediärfilamente, (B) Mikrotubuli und (C) 

Actinfilamente (Alberts, 2005). 
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Zellkerne befinden sich im basalen Teil der Zellen und werden mit DAPI angefärbt 

(4.4.3.4). Die Abbildung der (apikalen) Zellmembran wird über die Visualisierung des 

Actin-Cytoskeletts mittels fluoreszenzmarkiertem Phalloidin vorgenommen (4.4.3.4). 

Dieser Ansatz wird als erfolgversprechend angesehen, da Peterson und Mooseker 

(1992) bereits eine intensive Anfärbung von F-Actin mit Hilfe von Rhodamin-

Phalloidin in der Bürstensaummembran von Caco-2/BBe Zellen und eine schwächer 

ausgeprägte Färbung in der basolateralen Membran gezeigt haben. 

 
Abbildung 2-2 Schnittansicht (1 µm Z-Schnittdicke) und 2D-Aufsicht von Seiten der 

Bürstensaummembran des Caco-2/TC7 Zellmonolayers, erstellt mit der mikroskopi-

schen Methode der strukturierten Beleuchtung. F-Actin-Färbung mit Alexa 488-

Phalloidin (grün) und Kernfärbung mit DAPI (blau) nach Fixierung mit 4 % PFA.  

AP, apikale Membran; BL, basolaterale Membran. 

 
Nach der Anfärbung mit DAPI und Alexa 488-konjugiertem Phalloidin können in der 

zweidimensionalen Aufsicht die Actinfilamente des Cortex bzw. der Microvilli gut dar-

gestellt werden (Abbildung 2-2, rechts). In der Schnittansicht der Zellmonolayer ist  

F-Actin ausschließlich auf der apikalen Zellseite zu erkennen, da sich hier in den 

Mikrovilli und im Cortex unterhalb der Plasmamembran der Großteil des F-Actins be-

findet (Abbildung 2-2, links). Die actinreichen Bereiche beschreiben auf diese Weise 

die Form der apikalen Plasmamembran. Im Gegensatz zu Peterson und Mooseker 

(1992) ist in den hier gezeigten Präparaten keine Immunfluoreszenz in der basolate-

ralen Plasmamembran zu erkennen. Durch die Kernfärbung mit DAPI wird die Lage 

einzelner Zellen kenntlich gemacht. Da sich die Zellkerne nahe der basalen  
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Membran befinden, wird in Kombination mit der Markierung von F-Actin eine räumli-

che Orientierung im Zellverbund möglich. 

2.2.3 Einfluss der Fixierungsmethode auf die Färberesultate 

Um valide Ergebnisse über die Verteilung des MCT1 zu erhalten, werden die Färbe-

resultate in Abhängigkeit von der Fixierung mit Methanol bzw. 4 % Paraformaldehyd 

verglichen und bewertet, da beide Fixierungsagenzien, wie in Kapitel 4.4.5 beschrie-

ben, Vor- und Nachteile haben. Des Weiteren werden zwei verschiedene Sets von 

Primär- und Sekundärantikörpern beurteilt (Tabelle 4-13), von denen eines noch 

nicht in dieser Form verwendet wurde. 

Zur Markierung des MCT1-Proteins wird zum einen der Antikörper anti-human MCT1 

(C20) aus der Ziege (goat anti-human MCT1) (Santa Cruz Biotechnology) ausge-

wählt, der für die Anwendung in immunhistochemischen Studien nach 

Methanolfixierung empfohlen wird. Es handelt sich hierbei um einen gereinigten po-

lyklonalen Antikörper, der gegen ein C-terminales Peptid des humanen MCT1 

gerichtet ist (Kapitel 4.4.3.1). Zum anderen wird der Antikörper anti-human MCT1 (aa 

3-14) aus dem Kaninchen (rabbit anti-human MCT1) (QED Bioscience) eingesetzt, 

der nach dem aktuellen Kenntnisstand noch nicht für immuncytochemische Färbun-

gen verwendet wurde, sondern nur für Immunoblots. Dieser Antikörper ist gegen eine 

N-terminale Sequenz des humanen MCT1 gerichtet. Die ausgewählten Primäranti-

körper erkennen also verschiedene Sequenzen des MCT1-Proteins, wobei beide 

intrazellulär lokalisiert sind, da sowohl das C-terminale als auch das N-terminale  

Ende des humanen MCT1-Proteins ins Cytoplasma reichende Domänen sind (1.4.2). 

Beide Primärantikörper werden nach der 2-Schritt indirekten Methode (4.4.1) an ei-

nen korrespondierenden und fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper gekoppelt 

und auf diese Weise der fluoreszenzmikroskopischen Detektion zugänglich gemacht. 

Diese Sekundärantikörper werden jeweils Alexa 555-konjugiert (rot) ausgewählt, um 

in einer Dreifachfärbung die parallele Visualisierung des humanen MCT1, der mit 

DAPI markierten Zellkerne (blau) und der Actinfilamente (Alexa 488-konjugiert, grün) 

zu ermöglichen. 

Nach der Fixierung mit Methanol und nachfolgender Färbung mit dem goat Antikör-

per anti-human MCT1 ist das MCT1-Protein hauptsächlich auf der lateralen Seite der 
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Zellen zu erkennen, während es im Bereich des Bürstensaums kaum auftritt 

(Abbildung 2-3, obere Hälfte). Werden die Zellen mit Methanol fixiert, aber mit dem 

rabbit Antikörper anti-human MCT1 gefärbt, sind die lateralen Zellmembranen, in 

Übereinstimmung mit dem ersten Antikörper, ebenfalls immunopositiv (Abbildung 

2-3, untere Hälfte). Als Unterschied bleibt festzustellen, dass der MCT1 bei der Mar-

kierung mit dem rabbit Antikörper über die ganze Bürstensaummembran verteilt zu 

sein scheint. Weiterhin sind ungefärbte Spalte zwischen benachbarten Zellen zu er-

kennen. Diese Beobachtung mag entweder auf die intrazellulären Bindungsstellen 

der Primärantikörper oder aber auf eine tatsächliche räumliche Distanz der Trans-

portproteine zurückzuführen sein. Als eine weitere Erklärung für das Auftreten dieses 

Phänomens sollte in Betracht gezogen werden, dass die beobachteten Zellstrukturen 

nahe der Auflösungsgrenze des mikroskopischen Systems liegen. Die beschriebe-

nen Unterschiede der Färberesultate nach der Fixierung mit Methanol könnten durch 

die verschiedenen Bindungsstellen der Antikörper begründet sein. 

Nach der Fixierung mit 4 % PFA sind die immunpositiven Bereiche bei beiden Anti-

körpern ebenfalls auf die apikale Seite der Zellmonolayer beschränkt (Abbildung 

2-4). Der MCT1 kann über den Großteil der Bürstensaummembran hinweg detektiert 

werden. Was die Qualität der Färbeergebnisse angeht, so erscheinen die immuno-

positiven Bereiche nach der PFA-Fixierung weniger eindeutig ausgeprägt, vor allem 

bei Verwendung des goat Antikörpers anti-human MCT1. Im Vergleich mit der Me-

thanolfixierung entsteht der Eindruck, dass die Antikörper nach der Fixierung mit 4 % 

PFA und der daraus resultierenden Quervernetzung nicht in der Lage sind, genauso 

tief in die Zellen und die laterale Plasmamembran vorzudringen. 

Die Färbungen nach Fixierung mit Methanol bzw. 4 % PFA liefern vergleichbare Re-

sultate. Das MCT1-Protein ist vornehmlich auf der apikalen Zellseite und in der 

lateralen Plasmamembran zu erkennen. Bei der Verwendung beider Antikörpersets 

sind innerhalb der Zellen keine weiteren MCT1-positiven Stellen zu erkennen (Daten 

nicht abgebildet). Die aufgezeigten Unterschiede in den Färbungen können mögli-

cherweise auf die unterschiedlichen Bindungsstellen der Primärantikörper 

zurückgeführt werden. Gleichwohl muss berücksichtigt werden, dass die Fixierungs-

methoden selbst einen gewissen Einfluss auf die immunchemischen Ergebnisse 

ausüben. Die Zusammensetzung der Plasmamembran wird durch beide Konservie-

rungsmethoden in unterschiedlicher Art und Weise verändert (4.4.5). Trotz der 
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grundsätzlich durchgeführten Permeabilisierung durch den Zusatz von Triton-X 100 

zur Antikörper-Verdünnungslösung (Tabelle 4-4) ergeben sich Unterschiede in der 

Zugänglichkeit der intrazellulären Bindungsstellen des MCT1-Proteins. 

 

 

 

 
Abbildung 2-3 Färberesultate nach Fixierung mit Methanol. Schnittansicht (1 µm 

Z-Schnittdicke) und 3D-Bilder von Caco-2/TC7 Monolayern. Darstellung des 

MCT1 mit dem Antikörper goat anti-human MCT1 (obere Hälfte) bzw. dem Anti-

körper rabbit anti-human MCT1 (untere Hälfte) (jeweils rot durch Alexa-555-

konjugierte Sekundärantikörper). Zellkerne sind blau dargestellt (DAPI Färbung). 

AP, apikale Seite der Zellen; BL, basolaterale Seite der Zellen. 
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2.2.4 Lokalisierung des MCT1 mit zwei verschiedenen Antikörpersets 

Die Verteilung des MCT1 in Caco-2/TC7 Zellmonolayern wird anhand der beschrie-

benen dreifachen immunchemischen Färbung gezeigt. Die Ergebnisse zeigen bei 

beiden Sets von Primär- und korrespondierenden Sekundärantikörpern eine Begren-

zung des MCT1-Proteins auf eine Seite des Zelllayers. Es wird ersichtlich, dass der 

MCT1 in der Nähe von F-Actin und als Konsequenz daraus in der apikalen Zell-

membran lokalisiert ist (Abbildung 2-5). Anhand der Darstellung der Einzelbilder 

(„Galerieansicht“ Abbildung 2-6), aus denen sich die Schnittansicht der  

 
Abbildung 2-4 Färberesultate nach Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd. 

Schnittansicht (1 µm Z-Schnittdicke) und 3D-Bilder von Caco-2/TC7 Monolayern. 

Darstellung des MCT1 mit dem Antikörper goat anti-human MCT1 (obere Hälfte) 

bzw. dem Antikörper rabbit anti-human MCT1 (untere Hälfte) (jeweils rot durch 

Alexa-555-konjugierte Sekundärantikörper). Zellkerne sind blau dargestellt (DAPI 

Färbung). AP, apikale Seite der Zellen; BL, basolaterale Seite der Zellen. 
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Dreifachfärbung mit Hilfe des rabbit Antikörpers anti-human MCT1 (Abbildung 2-5, 

untere Hälfte) zusammensetzt, wird dieser Sachverhalt noch einmal verdeutlicht. Be-

dingt durch die cytoplasmatischen Bindungsstellen beider Primärantikörper scheinen 

die MCT1-gefärbten Regionen etwas näher am Zellkern zu liegen als die Actinfila-

mente. Auch hier sind MCT1-negative Spalte zwischen Zellen zu sehen, wohingegen 

diese für F-Actin positiv sind (Abbildung 2-5, obere Hälfte, 3D-Bilder). Entsprechend 

den Ergebnissen, die bei der Untersuchung des Einflusses der Fixierungsmethoden 

gefunden wurden (2.2.3), sind Bereiche immunopositiver Färbung des MCT1 in der 

Bürstensaummembran zu sehen sowie eine intensive Immunfluoreszenz in der late-

ralen Membran der apikalen Seite der Zellen. 

Diese Ergebnisse stimmen mit Berichten über den menschlichen Dünndarm und  

luminale Colonmembranen überein, deren Daten aus Immunoblots und Immun-

fluoreszenzstudien stammen (Ritzhaupt et al., 1998 a; Gill et al., 2005; Lambert et 

al., 2002). Auch in Caco-2/BBe Zellen wurde durch Immunfluoreszenzmikroskopie 

gezeigt, dass der MCT1 primär in der apikalen Plasmamembran und im direkt darun-

ter liegenden Cytoplasma lokalisiert ist (Buyse et al., 2002), wohingegen in der 

ursprünglichen Caco-2 Zelllinie bisher nur die mRNA Expressionslevel des MCT1 

gezeigt wurden (Englund et al., 2006). 
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Abbildung 2-5 Ergebnisse der Dreifachfärbung nach Fixierung mit 4 % Parafor-

maldehyd. Schnittansicht (1 µm Z-Schnittdicke) und 3D-Bilder von Caco-2/TC7 

Zellmonolayern. Darstellung des MCT1 mit dem Antikörper goat anti-human MCT1 

(obere Hälfte) bzw. dem Antikörper rabbit anti-human MCT1 (untere Hälfte) (jeweils 

rot durch Alexa-555-konjugierte Sekundärantikörper). Zellkerne sind blau dargestellt 

(DAPI Färbung), F-Actin grün (Alexa 488-Phalloidin). Die Zusammensetzung der 3D-

Bilder aus Zellkernen, F-Actin und MCT1 (4, 8) ist dargestellt: Zellkerne (1, 5), Misch-

bild von Zellkernen und F-Actin (2, 6) und Mischbild von Zellkernen und MCT1 (3, 7). 

AP, apikale Seite der Zellen; BL, basolaterale Seite der Zellen. 
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Abbildung 2-6 Ergebnisse der Dreifachfärbung nach Fixierung mit 4 % Paraform-

aldehyd. Galerieansicht zur Darstellung des Aufbaus einer Schnittansicht (Z-Stapel 

aus 16 Z-Schnitten zu je 1 µm Z-Schnittdicke) von Caco-2/TC7 Zellmonolayern. Dar-

stellung des MCT1 mit dem Antikörper rabbit anti-human MCT1 (rot durch Alexa-555-

konjugierten Sekundärantikörper). Zellkerne sind blau dargestellt (DAPI Färbung),  

F-Actin grün (Alexa 488-Phalloidin). AP, apikale Seite der Zellen; BL, basolaterale 

Seite der Zellen.  
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2.3 BEWERTUNG DER ERGEBNISSE 

Im Rahmen der immunchemischen Untersuchungen liegt das Hauptaugenmerk auf 

der Lokalisation des MCT1-Proteins in Caco-2/TC7 Zellen, an denen auch die  

Permeationsstudien (3) durchgeführt werden. Die Polarisierung der Zellmonolayer 

und eine räumliche Orientierung innerhalb der Zellen werden durch die Hintergrund-

färbung von Zellkernen und F-Actin aufgezeigt und erlauben so eine definierte 

Aussage über die Lokalisation des MCT1-Proteins. Mit der Methode der indirekten 

Immunfluoreszenz gelingt es, die restriktive Expression des MCT1 auf der apikalen 

Seite der Zellen darzustellen. Der Transporter ist über die Bürstensaummembran 

hinweg sowie in den lateralen Plasmamembranen dieses Teils der Zellen verteilt. 

Der Fixierungsvorgang wird anhand des Vergleichs zweier Fixierungsmethoden und 

der anschließend erhaltenen Färbeergebnisse validiert. Es wird gezeigt, dass beide 

Fixierungsagenzien richtige und nahezu identische Verteilungsergebnisse des MCT1 

erbringen, wobei aufgrund ihrer unterschiedlichen Wirkungsweise geringfügige Un-

terschiede auftreten. Beide verwendeten Sets von Antikörpern anti-MCT1 bestätigen 

das Auftreten des Transporters in der apikalen Zellmembran. Hierbei stellen beide 

Primärantikörper, also auch der zuvor noch nicht in der Immunfluoreszenz eingesetz-

te Anikörper rabbit anti-human MCT1 (QED Bioscience), ihre Nützlichkeit in der 

immunchemischen Visualisierung des MCT1 unter Beweis. 

 



3 PERMEATIONSSTUDIEN AN CACO-2/TC7 ZELLEN 

3.1 EINLEITUNG 

Permeationsstudien am Transwell-System (4.3.1) repräsentieren einen mechanisti-

schen Ansatz zur Aufklärung der am Arzneistoff-Transport beteiligten Prozesse. 

Dieser sieht vor, über einen geeigneten Versuchsaufbau durch die Variation der Um-

gebungsbedingungen (z. B. pH-Wert), Eingriffe in den Zellstoffwechsel (z. B. 

Blockade der Energiegewinnung der Zelle) oder den Einsatz von Inhibitoren, charak-

teristische Aspekte des Transports herauszufiltern um diese schließlich zu einem 

möglichst realistischen Gesamtbild zusammenzufügen (Artursson et al., 1996). 

Für die Interpretation der Ergebnisse der Permeationsstudien im Bezug auf eine 

mögliche Beteiligung des MCT1 ist die Kenntnis seiner Verteilung in den verwende-

ten Caco-2/TC7 Zellen von großer Bedeutung. Die Restriktion des MCT1 auf die 

apikale Seite der Zellen wurde in Kapitel 2 bereits gezeigt. Gleichermaßen entschei-

dend ist das zeitliche Expressionsprofil des Transporters. Es wurde beschrieben, 

dass die mRNA-Expression des MCT1 in Caco-2 Monolayern relativ zu der im 

menschlichen Dünndarm von Tag 4 bis Tag 21 konstant ist (Englund et al., 2006). Da 

die Zellmonolayer in der vorliegenden Arbeit ab Tag 21 verwendet werden, ist davon 

auszugehen, dass der MCT1 auch in diesem Zeitraum entsprechend exprimiert wird. 

Der Modellarzneistoff Ibuprofen wird als Racemat eingesetzt, obwohl bekannt ist, 

dass das (S)-Enantiomer die eigentliche Wirkform darstellt. Da jedoch weiterhin  

bekannt ist, dass (R)-(–)-Ibuprofen unter physiologishen Bedingungen eine  

unidirektionale metabolische Inversion zu (S)-(+)-Ibuprofen erfährt (Davies, 1998), 

und da weder Ogihara et al. (1996) noch Awadallah (2003) signifikante Unterschiede 

im Transport der beiden Enantiomere in Caco-2 Zellen finden konnten, erscheint die 

Untersuchung enantiomerenreinen Arzneistoffs als nicht zwingend erforderlich.  

Die Schlüsselexperimente zur Untersuchung des Ibuprofen-Transports werden zur 

Kontrolle ebenfalls mit Propranolol durchgeführt. Dieser Betablocker ist ein Modell-

arzneistoff für rein passiv transzellulären Transport (Artursson, 1990) und ermöglicht 

folglich eine Einordnung der Resultate von Ibuprofen. 
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3.2 UNTERSUCHUNG DER PERMEATION VON IBUPROFEN UND 

PROPRANOLOL 

Außer bei den Experimenten zur Konzentrationsabhängigkeit des Ibuprofen-

Transports (100 - 1600 µg/ml bzw. 0,5 - 8 mM Ibuprofen) wird in der Regel eine  

mittlere Konzentration von 800 µg/ml bzw. 4 mM Ibuprofen eingesetzt. 

3.2.1 Konzentrationsabhängigkeit des Ibuprofen-Transports 

Rein passiver Transport ist nach dem Fick´schen Diffusionsgesetz dadurch gekenn-

zeichnet, dass sich die kumulativ permeierte Substanzmenge über der Zeit 

proportional zur eingesetzten Konzentration verhält (1.2.4.2 Gleichung 1); d. h. je 

höher die eingesetzte Konzentration ist, umso größer wird die Steigung der Plots aus 

kumulativ permeierter Substanzkonzentration über der Zeit. Wird aus diesen Plots für 

jede Donorkonzentration der apparente Permeationskoeffizient Papp ermittelt (4.3.1.3 

Gleichung 3), ergeben sich durch die Normierung auf die Ausgangskonzentration im 

Donorkompartiment im Falle eines rein passiven Transports konstante Werte für 

Papp. Im Gegensatz dazu tritt bei aktivem Transport ab einer bestimmten Konzentra-

tion Sättigung ein. Dies ist dadurch zu erkennen, dass die kumulativ permeierte 

Substanzkonzentration über der Zeit bei Erhöhung der Donorkonzentration der jewei-

ligen Substanz ab dem Erreichen eines Schwellenwerts nicht weiter ansteigt. In der 

Folge bedeutet das für die Permeationskoeffizienten konstante Werte bis zum 

Schwellenwert und absinkende Werte ab dem Eintreten der Transporter-Sättigung. 

Die Untersuchung einer möglichen Konzentrationsabhängigkeit des Ibuprofen-

Transports erfolgt anhand der Permeationscharakteristik von fünf möglichst äquidis-

tanten Ibuprofen-Konzentrationen im Bereich von 100 - 1600 µg/ml (0,5 - 8 mM). Bei 

der Auswahl der Konzentrationen wird darauf geachtet, dass diese im Bereich der 

Löslichkeit von Ibuprofen liegen und dass während der Experimente ´sink´-

Bedingungen eingehalten werden. Die Löslichkeit von Ibuprofen in Natriumphos-

phatpuffer wurde von Martin (2003) bestimmt. Es ergeben sich pH-abhängige 

Sättigungslöslichkeiten von 3,14 mg/ml bei pH 7,5 über ca. 2,8 mg/ml bei pH 6,8 bis 

ca. 0,4 mg/ml bei pH 5,5. Mit der hier eingesetzten Maximalkonzentration von 

1600 µg/ml wird demnach der Löslichkeitsbereich von Ibuprofen annähernd ausge-

schöpft, aber nicht überschritten.  
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In Richtung des auswärts gerichteten Transports (BL-AP) liegen die Papp-Werte bei 

100 und 400 µg/ml Ibuprofen auf einem ähnlichen Niveau um 50 · 10-6 cm/s 

(Abbildung 3-1). Nach dem Überschreiten dieses Schwellenwerts bis hin zur höch-

sten Konzentration von 1600 µg/ml Ibuprofen sinkt der Papp bis auf einen Wert von 

ca. 30 · 10-6 cm/s kontinuierlich ab. Dieses Ergebnis ist als ein starker Hinweis auf 

einen zugrunde liegenden sättigbaren Transportmechanismus zu deuten.  

In Richtung der Absorption (AP-BL) ist der Papp ab 800 µg/ml ebenfalls niedriger als 

bei 400 µg/ml, jedoch stagnieren die Werte auf dem bei 800 µg/ml erreichten Niveau 

und sinken nicht weiter ab. Im unteren Konzentrationsbereich ist ein deutlicher An-

stieg des Permeationskoeffizienten festzustellen. Als Erklärung hierfür kommt ein bei 

100 µg/ml noch nicht in seiner Kapaziät ausgelasteter aktiver Transportmechanismus 

in Frage. Es ist außerdem denkbar, dass sich die Qualität der verwendeten Zell-

Passagen unterscheidet.  

Das erhaltene Profil der Konzentrationsabhängigkeit der Permeationskoeffizienten 

weist auf die Beteiligung eines sättigbaren Transports in Richtung der Sekretion hin. 

Entsprechende Ergebnisse wurden kürzlich für Ketoprofen und Naproxen gezeigt 

(Choi et al., 2005). Hier lässt sich jedoch keine eindeutige Schlussfolgerung 

 
Abbildung 3-1 Konzentrationsabhängigkeit des Transports von Ibuprofen im Kon-

zentrationsbereich von 100 - 1600 µg/ml. Darstellung der Permeationskoeffizienten 

über der Ibuprofen Konzentration in beiden Transportrichtungen bei 37 °C. 
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hinsichtlich des zugrunde liegenden Mechanismus in Richtung der Absorption zie-

hen, so dass weitere Untersuchungen folgen müssen. 

3.2.2 Einfluss der Temperatur auf den Transport 

Die Experimente zur Untersuchung der Konzentrationsabhängigkeit von Ibuprofen 

werden bei 4 °C wiederholt. Es ist davon auszugehen, dass unter diesen Bedingun-

gen der Zellstoffwechsel und somit jeglicher energiegetriebene (Transport-)Prozess 

in der Zelle unterdrückt wird. Bei einer Beteiligung aktiver Mechanismen müssten 

folglich die Permeationskoeffizienten um einen entsprechenden Betrag an Wert ver-

lieren. Im Vergleich mit den Resultaten aus den vorhergehenden Versuchen bei 

37 °C sollte es daher durch Subtraktion der Transportraten möglich sein, den relati-

ven Anteil des aktiven und passiven Transports am Gesamttransport zu 

quantifizieren (Hu und Borchardt, 1990).  

Die passiven Transportprozesse in der Zelle sind jedoch nicht vollständig von der 

Temperaturänderung unabhängig (Cogburn et al., 1991). Bei einer Absenkung der 

Temperatur auf 4 °C wird nicht nur die Energiegewinnung der Zellen unterdrückt, 

sondern auch die passive Permeabilität abgesenkt, da der Diffusionskoeffizient 

(1.2.4.2) temperaturabhängig ist. Außerdem ist von einer Rigidisierung der Zell-

membran (1.2.2) auszugehen. Dieser Zusammenhang kann durch die Messung des 

TEER-Werts (4.3.2.1) bei 37 °C und bei 4 °C in Hank’s Puffer verdeutlicht werden. 

Während der TEER-Wert bei 37 °C 160 ± 5,2 Ω cm² (n = 8) beträgt, werden bei der 

erniedrigten Temperatur Werte um 447 ± 25,0 Ω cm² (n = 8) gemessen. Dies ent-

spricht einer 2,8-fachen Erhöhung des spezifischen Widerstands, die mit einer 

Verminderung der passiv parazellulären Permeabilität um denselben Faktor einher-

gehen müsste. Was dieser Zusammenhang für die passiv transzelluläre 

Permeabilität bedeutet, hängt von spezifischen Eigenschaften des jeweiligen Arznei-

stoffs ab und ist folglich schwer vorherzusagen. 
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Bei 4 °C werden im beobachteten Konzentrationsbereich um ca. 50 % niedrigere 

Papp-Werte gefunden als bei 37 °C (Abbildung 3-2). Der Verlauf der Werte des Papp 

ähnelt dem von 37 °C: auch bei 4 °C steigen die Werte bis zu einem Schwellenwert 

an, wie es bei 37 °C primär in Richtung BL-AP gezeigt wurde, und sinken dann ab. 

Allerdings findet eine Verschiebung des Schwellenwerts von 400 auf 800 µg/ml  

Ibuprofen statt. Die verbleibende Restpermeation ist theoretisch auf den passiven 

Anteil des Gesamttransports zurückzuführen. Diese Annahme wird im Folgenden mit 

Propranolol in einem temperaturabhängigen Experiment überprüft. Aufgrund des 

passiv transzellulären Permeationsverhaltens von Propranolol ist hier zwar mit einer 

geringeren Abnahme der Papp-Werte zu rechnen als bei Beteiligung eines aktiven 

Mechanismus. Trotz der Vorversuche zur Temperaturabhängigkeit der TEER-Werte 

ist bisher aber nicht klar, in welchem Ausmaß sich die Erniedrigung der Temperatur 

in diesem Falle tatsächlich auf die Permeationskoeffizienten auswirkt.  

Wie bei Ibuprofen beobachtet, ist auch bei Propranolol eine temperaturabhängige 

Reduktion der Permeationskoeffizienten zu beobachten (Abbildung 3-3). Das Aus-

maß des Rückgangs der Permeation liegt in einer Größenordnung, die mit den 

Ergebnissen von Ibuprofen vergleichbar ist und die sogar noch geringer ausfällt, als 

durch den Anstieg des TEER-Werts und die dadurch verminderte passiv para-

zelluläre Permeabilität zu erwarten wäre. Die Experimente mit auf 4 °C abgesenkter 

Temperatur liefern somit nur die Bestätigung für den passiven Anteil der Permeation 

 
Abbildung 3-2 Konzentrations- und Temperaturabhängigkeit des Transports von 

Ibuprofen. Darstellung der Permeationskoeffizienten über der Ibuprofen Konzentra-

tion in beiden Transportrichtungen bei 37 °C und 4 °C. 
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beider Arzneistoffe. Ein Rückschluss auf aktiven Transport ist offensichtlich nicht 

möglich. Hierbei ist auch denkbar, dass durch die Temperaturerniedrigung auf 4 °C 

nicht alle an die Stoffwechselenergie gebundenen Transportmechanismen vollstän-

dig unterbunden werden können. Je nach Größenordnung des Anteils des aktiven 

Transports an der Gesamtpermeation von Ibuprofen wäre es daher möglich, dass 

dieser nicht komplett gehemmt und folglich durch die Methode der Temperatur-

erniedrigung nicht erkannt werden kann. 

 
Ähnliche Resultate werden auch in anderen Arbeitsgruppen erhalten. Neuhoff et al. 

(2005) finden bei Untersuchungen mit Indometacin (passive Permeation) und Sali-

cylsäure (MCT1-vermittelter Transport) keine Möglichkeit, die jeweils involvierten 

Transportmechanismen zuverlässig zu erkennen. Eine Unterscheidung unterschied-

licher Transportmechanismen in Abhängigkeit von der Temperatur ist laut Cogburn et 

al. (1991) nur in gewissen Grenzen möglich, so dass weiterführende Experimente für 

eine definierte Bestimmung von Transportwegen empfohlen werden.  

3.2.3 Einfluss von Natriumazid 

Eine Möglichkeit, passiven Transport von aktivem zu unterscheiden, ist die Blockade 

der ATP-Synthese und damit der Energieproduktion der Zelle mit Natriumazid. Bei 

derartigen Experimenten wird Natriumazid häufig in einer Konzentration von 10 mM 

 
Abbildung 3-3 Temperaturabhängigkeit der Permeation von Propranolol (1 mM). 

Darstellung der Permeationskoeffizienten in beiden Transportrichtungen bei 37 °C 

und 4  °C. 
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eingesetzt (z. B. Tsuji et al., 1994; Legen et al., 2003; Konishi et al., 2004). Es ist je-

doch bekannt, dass die ATP-Depletion die Integrität der Tight Junctions rasch 

beeinträchtigt (Artursson et al., 1996; Legen et al., 2003). Um diesen Effekt so gering 

wie möglich zu halten, wird die Konzentration für Natriumazid für die folgenden Expe-

rimente auf 5 mM festgesetzt. Denn schon bei dieser Konzentration zeigen 

zeitabhängige Messungen des TEER-Werts stetig sinkende Widerstandswerte (nach 

60 min nur noch 67 ± 4,5 % des Ausgangswerts (n = 8)), was mit einer Steigerung 

der parazellulären Permeabilität gleichbedeutend ist. 

Der Einfluss von Natriumazid auf die Ibuprofen-Permeation wird bei 37 °C und bei 

4 °C untersucht. Im Falle einer Beteiligung primär aktiver Transportmechanismen an 

der Ibuprofen-Permeation wäre unter dem Einfluss von Natriumazid mit einem Rück-

gang der Permeationskoeffizienten zu rechnen. Bei 37 °C kann dies nicht beobachtet 

werden (Abbildung 3-4), was im Einklang mit Ergebnissen von Legen et al. (2003) 

steht. Diese beobachteten ebenfalls keine signifikante Erniedrigung der Papp-Werte 

von Ibuprofen (250 µM) in Gegenwart von Natriumazid (10 mM) und weisen zudem 

darauf hin, dass die Anwesenheit des Natriumazids im Inkubationsmedium zu einem 

schnellen Absinken der TEER-Werte während der Versuche führt. Es ist daher zu 

vermuten, dass die hier beobachtete geringe Erhöhung der Permeationskoeffizienten 

in Gegenwart von Natriumazid der beschriebenen Beeinträchtigung der Integrität der 

Tight Junctions durch Natriumazid zuzuschreiben ist.  

 

 
Abbildung 3-4 Einfluss von Natriumazid (5 mM) auf die Permeationskoeffizienten 

von Ibuprofen (4 mM) in beide Transportrichtungen bei 37 °C. 
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Bei erniedrigter Temperatur ist davon auszugehen, dass energiegetriebene bzw. an 

die ATP-Hydrolyse gekoppelte Mechanismen unterdrückt werden, zumindest anteilig. 

Unter dem zusätzlichen Einfluss von Natriumazid ist schließlich eine annähernd voll-

ständige Unterbindung energieabhängiger Mechanismen anzunehmen. Eine 

dementsprechende Verminderung der Permeationskoeffizienten von Ibuprofen ist bei 

4 °C zu beobachten (Abbildung 3-5), was auf die Beteiligung aktiver Mechansimen 

sowohl bei der Absorption als auch bei der Sekretion hinweist. Hierbei kann es sich 

entweder um verschiedene Transportsysteme handeln, oder um einen einzelnen 

Carrier, der in der Lage ist, in beide Richtungen zu transportieren, wie z. B. der 

MCT1. Bei 4 °C werden jedoch nicht nur energieabhängige Transportwege unter-

drückt (3.2.2), sondern auch die passive Permeabilität fällt geringer aus; es ist von 

einer Rigidisierung der Zellmembran auszugehen. Aufgrund dieser Tatsache ergibt 

die Integritätsmessung (TEER-Werte und Permeabilität von Fluorescein-Natrium) bei 

diesen Versuchsbedingungen fast grundsätzlich dichte Monolayer. Das bedeutet, 

dass eine geringfügige Beeinträchtigung der Dichtigkeit der Zellmonolayer durch 

Natriumazid, wie sie bei 37 °C in den Permeationsstudien zu erkennen ist (Abbildung 

3-4), bei 4 °C kaum ins Gewicht fallen kann. Dieser Zusammenhang erklärt, warum 

bei 37 °C die Hemmung aktiver Mechanismen durch Natriumazid nicht zu erkennen 

ist. 

 

 
Abbildung 3-5 Einfluss von Natriumazid (5 mM) auf die Permeationskoeffizienten 

von Ibuprofen (4 mM) in beide Transportrichtungen bei 4 °C. 
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Schlussfolgernd weisen die Permeationsstudien in Anwesenheit von Natriumazid bei 

beiden Transportrichtungen auf eine Beteiligung primär oder sekundär aktiver  

Mechanismen am Ibuprofen-Transport hin. 

3.2.4 Einfluss des P-gp-Substrats Verapamil 

Mit dem Calciumkanalblocker Verapamil, einem bekannten Substrat und Inhibitor des 

primär aktiven Efflux-Transporters P-gp (1.3.3.1), soll dessen mögliche Beteiligung 

am auswärts gerichteten Transport von Ibuprofen überprüft werden. Als P-gp-

Hemmstoff wird Verapamil bei Transportstudien üblicherweise in Konzentrationen bis 

500 µM eingesetzt (Le Ferrec et al., 2001). In unserem Labor hat sich der Einsatz 

von 200 µM bewährt (Awadallah, 2003). Die mögliche Beteiligung von P-gp am 

Transport von Ibuprofen wird in beiden Permeationsrichtungen an drei verschiede-

nen Konzentrationen (100, 800 und 1600 µg/ml Ibuprofen) untersucht. Außerdem 

wird ein temperaturabhängiges Experiment durchgeführt und der Einfluss von Vera-

pamil auf die Permeation von Propranolol ermittelt. 

Im Falle eines P-gp-getriebenen Effluxes wäre bei dessen Hemmung mit einer Erhö-

hung der Absorption (AP-BL) und einer Verminderung des auswärts gerichteten 

Transports (BL-AP) zu rechnen. Für Ibuprofen ist dies bei 37 °C bei allen drei be-

trachteten Konzentrationen aber nicht der Fall (Abbildung 3-6 (AP-BL) und Abbildung 

3-7 (BL-AP)). In Richtung AP-BL ist keine signifikante Änderung der Permeati-

onskoeffizienten zu beobachten, während in Richtung BL-AP in der Tendenz eine 

leichte Erhöhung der Permeationskoeffizienten, also eher der umgekehrte als der zu 

erwartende Effekt, eintritt. Die Beteiligung von P-gp am Transport von Ibuprofen ist 

daher auszuschließen, so dass ein anderes Transportsystem für die im Natriumazid-

Experiment gefundene Sekretion (3.2.3) verantwortlich sein muss. Die leichte  

Erhöhung der Permeationskoeffizienten in Richtung BL-AP (Abbildung 3-7) ist mög-

licherweise dadurch zu erklären, dass Verapamil aufgrund seiner Wirkung als Calci-

umantagonist die passive Permeabilität der Zellmonolayer mit der Zeit erhöht, wobei 

die basolaterale Seite der Zellmonolayer deutlich sensitiver auf derartige Umge-

bungseinflüsse reagiert, als dies bei der Bürstensaummembran der Fall ist. Daher 

tritt dieser Effekt auch nur in Richtung BL-AP auf.  
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Bei 4 °C ist in Gegenwart von Verapamil ein leichter Rückgang der Papp-Werte von 

Ibuprofen (Abbildung 3-8) zu verzeichnen. Dass der bei 37 °C beschriebene Anstieg 

der Permeationskoeffizienten nicht auftritt, ist wiederum auf die grundsätzlich erhöhte 

Dichtigkeit der Zellmonolayer bei 4 °C zurückzuführen. Da die Erniedrigung der Papp-

Werte in beide Transportrichtungen zu beobachten ist, ist auch hier nicht von einem 

Zusammenhang mit P-gp auszugehen. Warum in Anwesenheit von Verapamil ver-

minderte Permeationskoeffizienten von Ibuprofen auftreten, kann nicht abschließend 

geklärt werden. Es gibt keine Anhaltspunkte dafür, dass an der Permeation von 

 
Abbildung 3-6 Einfluss von Verapamil (200 µM) auf die Permeationskoeffizienten 

von Ibuprofen in Richtung AP-BL bei 37 °C. 

 
Abbildung 3-7 Einfluss von Verapamil (200 µM) auf die Permeationskoeffizienten 

von Ibuprofen in Richtung BL-AP bei 37 °C. 
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Verapamil weitere aktive Carrier außer P-gp beteiligt sein könnten. Daher ist nicht 

davon auszugehen, dass die vorliegenden Daten von der Hemmung eines anderen, 

bis dahin nicht bekannten, Transportsystems durch Verapamil herrühren. Als einzige 

Erklärung kann angeführt werden, dass die Permeationsstudien von Ibuprofen mit 

und ohne Verapamil an verschiedenen Zellchargen durchgeführt wurden, die mögli-

cherweise zu diesen Unterschieden in den Ergebnissen geführt haben könnten. 

 
Bei Propranolol zeigt Verapamil kaum eine Beeinflussung der Permeation (Abbildung 

3-9); die Unterschiede der Papp-Werte sind nicht signifikant. Eine Rolle von P-gp ist 

 
Abbildung 3-8 Einfluss von Verapamil (200 µM) auf die Permeationskoeffizienten 

von Ibuprofen (4 mM) in beide Transportrichtungen bei 4 °C. 

 
Abbildung 3-9 Einfluss von Verapamil (200 µM) auf die Permeationskoeffizienten 

von Propranolol (1 mM) in beide Transportrichtungen bei 37 °C. 
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aufgrund der gezeigten Resultate folglich weder beim Transport von Ibuprofen noch 

von Propranolol wahrscheinlich. 

3.2.5 pH-Abhängigkeit des Transports 

Die Durchführung von Permeationsstudien bei einem pH-Wert von 7,4 in beiden 

Kammern der Transwells, wie bisher bei allen beschriebenen Versuchen geschehen, 

ist gängige Praxis (Artursson et al., 1996). Um den physiologischen pH-Bedingungen 

des Gastrointestinaltraktes näher zu kommen und etwaige pH-abhängige Effekte zu 

beobachten, wird zum weiteren Erkenntnisgewinn ein pH-Gradient über den Zellmo-

nolayer im Transwell angelegt. Der pH-Wert auf der apikalen Seite (Darmlumen) wird 

auf pH 6,0 abgesenkt, während auf der basolateralen Seite (Blutseite) pH 7,4 beibe-

halten wird. Die Permeation von Ibuprofen und Propranolol wird bei diesem 

Gradienten in beiden Richtungen untersucht. Da die bevorzugte Transportrichtung 

(Absorption oder Sekretion) des möglicherweise beteiligten Transportmechanismus 

ermittelt werden soll, wird die Permeation von Ibuprofen und Propranolol auch beim 

entsprechenden inversen pH-Gradienten (AP pH 7,6 / BL pH 6,0) in beiden Rich-

tungen untersucht. 

 
Die Ergebnisse zeigen einen starken pH-abhängigen Effekt für Ibuprofen (Abbildung 

3-10) und Propranolol (Abbildung 3-11). Die Permeationskoeffizienten von Ibuprofen 

zeigen jeweils bei Versuchen mit pH 6,0 im Donor- und pH 7,4 im Akzeptorkom-

partiment einen sprunghaften Anstieg auf über das Doppelte ihrer Vergleichswerte 

 
Abbildung 3-10 pH-Abhängigkeit Ibuprofen (4 mM) 
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bei beidseitigem pH 7,4. In entgegengesetzter Richtung, also von pH 7,4 nach 

pH 6,0, sinkt die Ibuprofen-Permeation hingegen auf minimale Werte von nur noch 

ca. 4 ·10-6 cm/s ab (Abbildung 3-10).  

 
Bei Propranolol ist die pH-Abhängigkeit in umgekehrter Weise zu erkennen. Hier ist 

ein enormer Anstieg der Papp-Werte von höheren zu niedrigeren pH-Werten und  

extrem kleine Werte bei Versuchen mit pH 6,0 im Donor- und pH 7,4 im Akzeptor-

kompartiment zu verzeichnen (Abbildung 3-11). 

Die gefundenen Ergebnisse werden durch die Berichte von anderen Arbeitsgruppen 

über pH-abhängige Effekte (Korjamo et al., 2005; Lee et al., 2005; Palmgrén et al., 

2004; Laitinen et al., 2003; Legen et al., 2003) für beide verwendeten Wirkstoffe  

bestätigt. Es stellt sich die Frage, ob die pH-Abhängigkeit der Ibuprofen-Permeation 

ausschließlich auf einem veränderten Hydrophilie/Lipophilie-Verhältnis der Arznei-

stoffmoleküle beruht, oder ob ein pH- bzw. H+-abhängiger Transportmechanismus 

die Ursache bzw. zusätzlich beteiligt ist. Um diese Frage zu lösen, werden zwei  

experimentelle Ansätze gewählt, nämlich die Simulation physiologischer Verteilungs-

vorgänge mit Hilfe des Kochkolbens (4.5.2) und die Ermittlung der Octanol/Wasser-

Verteilungskoeffizienten (4.5.1). 

Verteilungsverhalten im Kochkolben 
Das Verteilungsverhalten im Kochkolben wird nur für Ibuprofen bestimmt, entspre-

chend den Bedingungen in den Permeationsstudien einmal bei pH 7,4 in Donor- und 

 
Abbildung 3-11 pH-Abhängigkeit Propranolol (1 mM) 



3. Permeationsstudien an Caco-2/TC7 Zellen 46 

Akzeptorphase und einmal in Anwesenheit eines pH-Gradienten mit pH 6,0 in der 

Donor- und pH 7,4 in der Akzeptorphase. 

Bei pH  7,4 in beiden Phasen (Abbildung 3-12) befinden sich am Versuchsende über 

80 % des eingesetzten Ibuprofens in der Octanolphase, der Rest verteilt sich auf die 

Pufferphasen. Das Verhältnis der Donor- zur Akzeptor-Arzneistoffkonzentration 

nimmt einen Wert von 1,84 an. Theoretisch ist hier aufgrund des identischen pH-

Werts und somit identischen Ionisierungsgrades der Arzneistoffmoleküle in beiden 

wässrigen Phasen mit der Einstellung eines Verhältnisses von 1 zu rechnen. Dieser 

Gleichgewichtswert wird innerhalb der 75 min des Kochkolben-Experiments nicht 

vollständig erreicht. Eine Erklärung für den geringen Anteil Ibuprofen, der am Ende 

die Akzeptor- bzw. simulierte Blutphase erreicht, liefert sein log P-Wert von 3,72 

(Palmgrén et al., 2004). Dieser ist nahe der Grenze, ab der die Lipohilie des Arznei-

stoffs zu hoch ist, als dass er die einmal penetrierte Lipidphase wieder verlassen 

könnte (1.2.4.2 und Artursson et al., 2001). 

 
Unter den Bedingungen des pH-Gradienten (pH 6,0 / 7,4) befinden sich am Ver-

suchsende über 95 % des eingesetzten Ibuprofens in der Octanolphase (Abbildung 

3-13). Der Arzneistoff verteilt sich viel schneller als im Experiment ohne Gradient; 

das Gleichgewicht ist nach ca. 20 min vollständig erreicht. Zu diesem Zeitpunkt be-

findet sich so gut wie kein Ibuprofen mehr in der Donorphase. Nach 75 min befindet 

 
Abbildung 3-12 Verteilungsverhalten von Ibuprofen im Kochkolben bei pH 7,4 in 

der Donor- und der Akzeptorphase. 
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sich zwar eine etwa vierfach höhere Konzentration an Ibuprofen im simulierten Blut 

als im Darmlumen. Entscheidend ist jedoch, dass die Erhöhung des nicht ionisierten 

Anteils der Arzneistoffmoleküle durch die Verschiebung des pH-Werts auf 6,0 einen 

derart großen Effekt hat, dass fast der komplette Arzneistoff in die Membranphase 

wandert. 

 
Die Ergebnisse der Verteilungssimulation im Kochkolben sind unabhängig von unter 

physiologischen Bedingungen eventuell beteiligten aktiven Transportmechanismen. 

Die gefundene pH-Abhängigkeit in den Kochkolben-Experimenten kann daher als 

Hinweis auf einen ebenso rein pH-abhängigen Permeationsmechanismus für  

Ibuprofen verstanden werden. Weiteren Aufschluss darüber mag der  

Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient geben. 

Der Verteilungskoeffizient Vk 
Der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient steht in enger Verbindung zur pH-

Verteilungstheorie (Shore et al., 1957), die eine Erklärungsmöglichkeit für die gefun-

dene pH-Abhängigkeit bietet. Die pH-Verteilungstheorie besagt, dass nur 

ungeladene und keine ionisierten Arzneistoffmoleküle in der Lage sind, Lipid-

membranen zu passieren. Die hierfür entscheidende physikochemische Kenngröße 

ist der pka-Wert des jeweiligen Arzneistoffs (Tabelle 3-1). Vom pka-Wert ausgehend 

können einige Parameter abgeleitet werden, die eine Korrelation mit 

 
Abbildung 3-13 Verteilungsverhalten von Ibuprofen im Kochkolben bei pH 6,0 in 

der Donor- und pH 7,4 in der Akzeptorphase. 
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Permeationsdaten ermöglichen. Einer dieser Parameter ist der bereits erwähnte 

log P-Wert (1.2.4.2). Die berechneten log P-Werte für Ibuprofen und Propranolol lie-

gen bei 3,72 bzw. 3,10 (Tabelle 3-1), so dass beide Substanzen grundsätzlich recht 

günstige Voraussetzungen für eine vollständige Resorption mitbringen. Zur Beurtei-

lung der pH-abhängigen Verteilung sind der bei den jeweiligen pH-Werten ermittelte 

Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient Vk und der davon abgeleitete log D noch bes-

ser geeignet. Die Literaturwerte des log D sind in Tabelle 3-1 zu finden, ebenso die 

eigenen experimentell ermittelten Verteilungskoeffizienten Vk (4.5.1) und die aus die-

sen berechneten Logarithmen log Vk. Es fällt auf, dass die experimentell ermittelten 

log Vk-Werte etwas geringer ausfallen als die log D-Werte der Literatur, denen sie 

theoretisch entsprechen müssten. Das Ergebnis ist aber vergleichbar. Es wird deut-

lich, dass sich die Logarithmen der VerteiIungskoeffizienten von Ibuprofen als 

schwache Säure bei niedrigerem pH-Wert im Vergleich zu pH 7,4 etwa verdoppeln. 

Der umgekehrte Effekt einer vielfachen Verkleinerung der Werte bei pH 6,0 ist bei 

Propranolol aufgrund seiner Eigenschaft als schwache Base zu beobachten. Diese 

Ergebnisse korrelieren recht gut mit den gefundenen Ergebnissen aus den pH-

abhängigen Permeationsstudien (Abbildung 3-10 und Abbildung 3-11). 

Tabelle 3-1 Physikochemische Kenngrößen von Ibuprofen und Propranolol2,3 

 Ibuprofen Propranolol 

pka 4,41 9,15 

log P 3,72 3,10 

 pH 7,4 pH 6,0 pH 7,4 pH 6,0 

log D 0,77 2,12 1,36 0,27 

Vk (n ≥ 4) 3,87 ± 0,366 11,21 ± 0,754 13,46 ± 0,697 1,45 ± 0,035 

log Vk 0,59 1,05 1,13 0,16 

Ionisationsgrad [%] 99,90 97,49 98,25 99,93 

nicht ionisierter 
Anteil [%] 

0,10 2,51 1,75 0,07 

 

Betrachtet man die aus den pka-Werten nach Henderson-Hasselbalch berechneten 

Ionisationsgrade (Tabelle 3-1), so werden für Ibuprofen und Propranolol keine  

                                             
2 pka, log P und log D aus Palmgrén et al., 2004 
3 Ermittlung der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten Vk siehe 4.5.1 
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gravierenden Verschiebungen in Abhängigkeit vom pH-Wert festgestellt. Dies wäre 

auch nicht zu erwarten, da der Abstand der eingestellten pH-Werte von den pka-

Werten beider Wirkstoffe jeweils deutlich über eine pH-Einheit beträgt. Bei pH 6,0 ist 

bei Ibuprofen jedoch ein 25-facher Anstieg und bei Propranolol eine ebenso große 

Abnahme des Anteils an nicht ionisiertem, lipophilem Arzneistoff festzustellen, der 

die Permeabilitätsänderung in Abhängigkeit des pH-Werts und auch die Ergebnisse 

der Kochkolben-Experimente erklären kann. 

Als Fazit ist herauszustellen, dass die pH-Abhängigkeit der Permeation von Ibupro-

fen und Propranolol vorrangig der pH-Verteilungstheorie folgt. Ein gleichermaßen am 

Transport von Ibuprofen beteiligter Protonen-abhängiger Mechanismus kann unter 

diesen Bedingungen nicht erkannt werden. Ebensolche Ergebnisse wurden für ande-

re NSAIDs wie z. B. Salicylsäure, Indometacin und Ketoprofen gezeigt (Legen et al., 

2003; Neuhoff et al., 2005). Das bedeutet jedoch nicht, dass ein Protonen-

abhängiger Carrier nicht beteiligt ist, zumal bekannt ist, dass der MCT1 in der Lage 

ist, den Umständen angepasst Protonen-abhängig in beide Richtungen zu transpor-

tieren (Enerson und Drewes, 2003). Klarheit kann letztlich nur der Einsatz möglichst 

spezifischer Inhibitoren schaffen. 

3.2.6 Einfluss von Benzoesäure auf den Transport 

Benzoesäure ist ein bekanntes Substrat des MCT1 im Gehirn (Enerson und Drewes, 

2003) und im Intestinum (Tsuji et al., 1994; Tamai et al., 1999) und wird deshalb für 

Kompetitionsstudien mit Ibuprofen ausgewählt. Im Rahmen von Permeationsstudien 

wird Benzoesäure in seiner Funktion als Inhibitor üblicherweise in Konzentrationen 

von 10 - 20 mM eingesetzt (Harig et al., 1996; Ogihara et al., 1996).  

Hier wird ein Konzentrationsbereich von 0,1 - 100 mM Benzoesäure getestet, inner-

halb dessen eine konzentrationsabhängige Hemmung des Ibuprofen Nettotransports 

(normierte Werte, berechnet aus den gemessenen Permeationskoeffizienten von  

Ibuprofen in Anwesenheit von Benzoesäure bezogen auf diejenigen aus Wieder-

holungsmessungen ohne Einfluss von Benzoesäure) beobachtet wird (Abbildung 

3-14). Da davon ausgegangen wird, dass es sich bei dem zugrunde liegenden  

Mechanismus der Hemmung am ehesten um eine Kompetition von Ibuprofen und 

Benzoesäure um eine Rezeptor-Bindungsstelle des MCT1 handelt, wird eine  
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dementsprechende mathematische Anpassung der Messwerte durchgeführt („One 

site competition“-Fitting). Vorgegeben wird ein Startwert von 100 % als Ibuprofen 

Nettotransportrate in Abwesenheit von Benzoesäure („Top“; Tabelle 3-2). 

 

Tabelle 3-2 Kennzahlen des “One site competition“-Fittings der Kompetitions-

studien mit Ibuprofen und Benzoesäure als Ergänzung zu Abbildung 3-14. 

 AP-BL BL-AP 

 Best-fit values 

Top [%] 100,0 100,0 

Bottom [%] 26,656 8,300 

EC50 [mM] 12,284 14,018 

 95 % Confidence Intervals 

EC50 [mM] 10,332 – 14,605 11,062 – 17,762 

 Goodness of Fit 

R² 0,9734 0,9587 

 
Abbildung 3-14 Einfluss von Benzoesäure auf den Transport von Ibuprofen (4 mM) 

in beide Transportrichtungen. Darstellung des Nettotransports von Ibuprofen     

(normiert auf die Permeationskoeffizienten von Ibuprofen ohne Zusatz von Benzoe-

säure) über ansteigenden Benzoesäure-Konzentrationen im Bereich von 0,1 -

100 mM; Messwerte aus Wiederholungsmessungen (n ≥ 6) ± SD (■,▲) und Ergeb-

nisse des „One site competition“-Fittings (durchgezogene und gestrichelte Linien). 
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Anhand der durch die Anpassung erhaltenen Graphen ist ab äquimolarer Konzentra-

tionen von Ibuprofen und Benzoesäure (4 mM) ein Einfluss auf den Transport von 

Ibuprofen festzustellen und auch statistisch nachzuweisen. Dies weist auf eine höhe-

re Bindungsaffinität von Benzoesäure als von Ibuprofen zum Rezeptor hin. Im 

Vergleich der beiden Transportrichtungen zeigt sich eine geringere Hemmung der 

Ibuprofen-Permeation in absorptiver (AP-BL) Richtung. Der Ibuprofen Nettotransport 

geht hier bei der höchsten eingesetzten Benzoesäure-Konzentration (100 mM) auf 

ca. 32 % zurück, während in Richtung BL-AP schon bei 50 mM eine Reduktion der 

Restpermeation auf 31 % erreicht wird (höhere Benzoesäure-Konzentrationen führen 

hier zum Integritätsverlust der Zellmonolayer und können daher nicht eingesetzt wer-

den). Die mathematische Anpassung berechnet für den Fall maximaler Hemmung 

Rest-Transportraten von ca. 27 % (AP-BL) bzw. 8 % Ibuprofen (BL-AP). Auf der  

Basis dieser Werte berechnet das „One site competition-Fitting“ die EC50-Werte, also 

die halb-maximale effektive (Wirk-) Konzentration eines Agonisten, bezogen auf das 

Maximum und das Minimum der möglichen Wirkung (diese Werte können in 

Abbildung 3-14 nicht abgelesen werden, da hier nur das Fitting innerhalb des durch 

die Messwerte vorgegebenen Bereichs abgebildet ist). In sekretorischer (BL-AP) 

Richtung wird die EC50 zu ca. 14 mM Benzoesäure berechnet (Tabelle 3-2), in Rich-

tung AP-BL liegt die EC50 bei 12,3 mM Benzoesäure, also auf einem sehr ähnlichen 

Niveau.  

Festzuhalten bleibt eine konzentrationsabhängige Hemmung des Transports von 

Ibuprofen in beide Richtungen. Hierbei erscheint es nicht möglich, den Ibuprofen-

Transport mit Benzoesäure vollständig zu unterbinden, schon gar nicht unter physio-

logischen Bedingungen. Das im Experiment und anhand des Fittings gezeigte 

Ausmaß der Restpermeation von Ibuprofen kann auf passiv transzellulären Transport 

zurückgeführt werden. Insgesamt sind die Ergebnisse ein starker Hinweis auf die 

Beteiligung des MCT1 am Ibuprofen-Transport. 

In einem Vergleichsexperiment mit Propranolol und Benzoesäure ist keine Hemmung 

der Propranolol-Permeation zu beobachten (Abbildung 3-15). Diese Tatsache ver-

deutlicht die Relevanz der Ergebnisse von Ibuprofen unter dem Einfluss von 

Benzoesäure und erhärtet die Vermutung einer Beteiligung des MCT1 an dessen 

Transport. Der nicht zu erwartende Anstieg der Papp-Werte von Propranolol könnte 
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möglicherweise von einer veränderten Zellpermeabilität unter dem gemeinsamen 

Einfluss von Propranolol und Benzoesäure herrühren.  

 

3.2.7 Kombinierter Einfluss eines pH-Gradienten und Benzoesäure  

Die pH-Abhängigkeit des MCT1-vermittelten Transports (Enerson und Drewes, 2003) 

ist bekannt. Im Falle einer Beteiligung des MCT1 am Transport von Ibuprofen wäre 

daher zu erwarten, dass dieser in Anwesenheit eines pH-Gradienten durch das 

MCT1-Substrat Benzoesäure hemmbar ist. Daher werden die Papp-Werte von reinem 

Ibuprofen mittlerer Konzentration (4 mM) mit denen unter Einfluss eines pH-

Gradienten (AP pH 6,0 / BL pH 7,4) und denen unter Einfluss desselben pH-

Gradienten plus Benzoesäure (4 mM; äquimolar zu Ibuprofen) als Hemmstoff vergli-

chen. 

Der bereits in Kapitel 3.2.5 gezeigte Protonen-abhängige Anstieg der Ibuprofen-

Permeation bei erniedrigtem pH-Wert im Donorkompartiment kann durch den Zusatz 

von Benzoesäure signifikant gehemmt werden (Abbildung 3-16). In entgegengesetz-

ter Richtung, von pH 7,4 nach pH 6,0, nimmt der Papp-Wert des kombinierten 

Einflusses von pH-Gradient und Benzoesäure minimale Werte an. Die Beurteilung 

einer weiteren Hemmung durch Benzoesäure gegenüber dem Einfluss des pH-

Gradienten alleine ist aufgrund der in beiden Fällen sehr geringen Permeationskoef-

fizienten jedoch nicht möglich.  

 
Abbildung 3-15 Einfluss von Benzoesäure (10 mM) auf die Permeationskoeffizienten 

von Propranolol (1 mM) in beide Transportrichtungen bei 37 °C. 
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Die beobachtete Hemmung des Ibuprofen-Transports durch Benzoesäure in Anwe-

senheit eines pH-Gradienten deutet darauf hin, dass die pH-abhängige Steigerung 

des Ibuprofen-Transports bei erniedrigtem pH-Wert im Donorkompartiment mögli-

cherweise nicht ausschließlich auf die pH-Verteilungstheorie zurückzuführen ist 

(3.2.5). Vielmehr unterstützt dieses Ergebnis die in Kapitel 3.2.6 gefundenen Hinwei-

se auf einen zugrunde liegenden pH-abhängigen, durch Benzoesäure hemmbaren 

und folglich über MCT1 vermittelten Transport von Ibuprofen.  

3.2.8 Einfluss von α-Cyano-4-hydroxycinnamat (CHC) 

α-Cyano-4-hydroxycinnamat (CHC) ist ein kompetitiver Inhibitor des MCT1, wobei zu 

beachten ist, dass CHC zwar oft als spezifischer Inhibitor für MCT1 genannt wird, 

jedoch ebenso den mitochondrialen Pyruvattransporter und den Anionenaustauscher 

AE1 hemmt (1.4.5.2).  

3.2.8.1 Einfluss von CHC auf die Permeation von Ibuprofen 

CHC wird als MCT1 Hemmstoff in Caco-2 Zellen in einer Konzentration von 5 mM 

eingesetzt (Cuff et al., 2002; Ritzhaupt et al., 1998 a; Ritzhaupt et al.,1998 b). Im  

Falle einer tatsächlichen Beteiligung des MCT1 am Ibuprofen-Transport würde die 

 

Abbildung 3-16 Einfluss eines pH-Gradienten und Benzoesäure. Darstellung der 

Permeationskoeffizienten von Ibuprofen (4 mM) in beide Transportrichtungen und 

Auswirkung eines pH-Gradienten (AP 6,0 / BL 7,4) alleine und bei Kombination des 

pH-Gradienten mit Benzoesäure (4 mM). 
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Verminderung der Permeationskoeffizienten in Anwesenheit von CHC die Bestäti-

gung dafür liefern. Dieser Effekt kann überraschenderweise nicht beobachtet werden 

(Abbildung 3-17). Die Permeationskoeffizienten von Ibuprofen alleine und diejenigen 

unter dem Einfluss von CHC sind nicht signifikant unterschiedlich. 

 
Um eine Beurteilungsgrundlage für dieses Ergebnis zu schaffen und die Funktions-

tüchtigkeit der eingesetzten Charge CHC zu überprüfen, wird im folgenden Kapitel 

die Permeation von Benzoesäure mit und ohne Zusatz von CHC untersucht. 

3.2.8.2 Einfluss von CHC auf die Permeation von Benzoesäure 

Die Vermittlung des Benzoesäure Transports über MCT1 ist in zahlreichen  

Publikationen gezeigt worden. Eine Hemmung der Benzoesäure Permeation in  

Gegenwart des MCT1-Inhibitors CHC ist daher zu erwarten.  

Erste Experimente zeigen jedoch keinen Einfluss von CHC auf die Permeation von 

Benzoesäure (Abbildung 3-19). Um die Möglichkeit auszuschließen, dass die ver-

wendete Ausgangskonzentration von 4 mM Benzoesäure zu hoch war, wird diese auf 

2 mM reduziert und das Experiment wiederholt. Auch hier kann kein eindeutiger   

Effekt ausgemacht werden (Abbildung 3-18). Zwar findet auf rein mathematischer 

Ebene eine signifikante Erniedrigung der Papp-Werte in Richtung BL-AP statt. Diese 

fällt jedoch so gering aus, dass daraus kaum eine eindeutige Aussage abgeleitet 

werden kann. 

 
Abbildung 3-17 Einfluss von α-Cyano-4-hydroxycinnamat (CHC) (5 mM) auf die 

Permeationskoeffizienten von Ibuprofen (4 mM) in beide Transportrichtungen. 
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Die ermittelten Daten aus den Permeationsstudien unter dem Einfluss von CHC  

sowohl für Ibuprofen als auch für Benzoesäure zeigen nicht die erwartete Hemmung. 

Im Gegensatz dazu finden beispielsweise Ritzhaupt et al. (1998 a) eine 40 %-ige 

Hemmung der L-Lactat Aufnahme durch CHC (5 mM) bei luminalen Membran-

vesikeln aus dem Schweine-Colon („pig colonic lumenal membrane vesicles, LMV“). 

Cuff et al. (2002) zeigen sogar eine etwa 60 %-ige Verminderung der Aufnahme des 

MCT1-Substrats Butyrat durch CHC (5 mM) in AA/C1 Zellen, einer epithelialen, von 

einem Colon Adenokarzinom abgeleiteten Zelllinie. Allerdings gibt es auch Berichte 

 
Abbildung 3-18 Einfluss von α-Cyano-4-hydroxycinnamat (CHC) (5 mM) auf die 

Permeationskoeffizienten von Benzoesäure (2 mM) in beide Transportrichtungen. 

 
Abbildung 3-19 Einfluss von α-Cyano-4-hydroxycinnamat (CHC) (5 mM) auf die 

Permeationskoeffizienten von Benzoesäure (4 mM) in beide Transportrichtungen. 
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von NSAIDs, die den hier beobachteten Ergebnissen ähneln. In einer Studie, durch-

geführt an der humanen Trophoblasten Zelllinie BeWo, ist der Transport von 

Salicylsäure weder durch CHC noch durch andere MCT-Inhibitoren wie p-CMBS  

oder DIDS (1.4.5.2) hemmbar; diese vermögen die Resorption von L-Lactat aber 

sehr wohl zu hemmen (Emoto et al., 2002). Die Autoren schließen daraus, dass 

NSAIDs potente Inhibitoren des Lactat Transporters sind, obwohl sie selbst haupt-

sächlich über ein anderes, pH-abhängiges und sättigbares Transportsystem 

transportiert werden. Itagaki et al. (2006) haben erst kürzlich beschrieben, dass  

Ibuprofen und andere NSAIDs in HRPE-Zellen (human retinal pigment epithelial 

cells) als Inhibitoren für den Natrium-abhängigen Monocarboxylsäure-Transporter 

(SMCT1, Sodium-Coupled Monocarboxylate Transporter; SLC5A8) fungieren, jedoch 

selbst nicht über diesen transportiert werden. Wäre dies auch für Ibuprofen und den 

MCT1 der Fall, würde sich dennoch nicht erklären lassen, warum die Hemmung des 

Benzoesäure Transports durch CHC nicht beobachtet werden kann. Der MCT1-

vermittelte Transport dieser Monocarboxylsäure wurde mehrfach bestätigt, zuletzt 

durch Haughton et al. (2007). Dass Ibuprofen eher Inhibitor als Substrat des MCT1 

ist, scheint daher recht unwahrscheinlich zu sein, zumal eine eindeutige kompetitive 

Hemmung des Transports von Ibuprofen durch Benzoesäure in der vorliegenden  

Arbeit gezeigt wurde (3.2.6). Darüber hinaus gehen Neuhoff et al. (2005) im Falle 

von Salicylsäure sehr wohl davon aus, dass zusätzlich zum passiv transzellulären 

Transport der MCT1 beteiligt ist, und zwar zu 10-15 % der Gesamtpermeation.  

Außerdem wird dem Organischen Anionentransporter OATPB mit ebenfalls 10-15 % 

eine entsprechende Rolle am Salicylsäure Transport zugeschrieben.  

Es ist weiterhin denkbar, dass eine Überlagerung des aktiven Transports duch passi-

ve Permeation vorliegt. Wie bereits gezeigt wurde, ist die Expression des MCT1-

Proteins auf die apikale Zellseite beschränkt ist (2). Außerdem ist bekannt, dass der 

MCT1 in der Lage ist, je nach Bedarf bzw. Angebot in beide Richtungen zu transpor-

tieren (Enerson und Drewes, 2003). In der Konsequenz heißt das, dass der 

Arzenistofftransport durch die apikale Zellmembran teilweise MCT1-vermittelt und 

zusätzlich passiv transzellulär sein kann, während die Permeation über die basolate-

rale Membran ausschließlich durch passive Permeabilität (oder die Beteiligung eines 

weiteren Transporters) möglich ist. Wenn nun die passive die Carrier-vermittelte 

Permeabilität deutlich übersteigt, dann fällt eine Hemmung des Carrier-vermittelten 

Anteils möglicherweise zu gering aus, als dass diese erkannt werden könnte.  
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Darüber hinaus ist auch nicht auszuschließen, dass die verwendete CHC Charge 

aus nicht nachvollziehbaren Gründen keine biologische Aktivität zeigt und daher  

keine Hemmung des Transports von Benzoesäure und Ibuprofen zu beobachten ist. 

 

 

3.3 BEWERTUNG DER ERGEBNISSE 

Um die am Ibuprofen-Transport beteiligten Mechanismen aufzuklären, werden Per-

meationsstudien an Transwells durchgeführt. Insbesondere die Rolle des MCT1 soll 

in diesem Zusammenhang beurteilt werden. Propranolol dient hierbei in seiner  

Eigenschaft als Modellarzneistoff für passiv transzelluläre Permeation als Ver-

gleichssubstanz. 

Die Untersuchung der Konzentrationsabhängigkeit der Ibuprofen-Permeation im  

Bereich von 100 - 1600 µg/ml bzw. 0,5 - 8,0 mM zeigt sinkende Permeations-

koeffizienten ab einem Schwellenwert von 2 mM Ibuprofen. In Richtung der Sekretion 

(BL-AP) ist dieser Effekt stärker ausgeprägt als in Richtung der Absorption (AP-BL). 

Dieses Ergebnis ist ein deutlicher Hinweis auf eine Sättigung des Ibuprofen-

Transports und damit auf einen zugrunde liegenden Carrier-vermittelten Transport. 

Bei 4 °C werden die konzentrationsabhängigen Experimente wiederholt. Unter die-

sen Bedingungen wird im Falle einer Beteiligung aktiver Mechanismen am Ibuprofen-

Transport eine entsprechende Verminderung der Permeationskoeffizienten erwartet, 

obwohl die Erniedrigung der Temperatur mit einer verminderten passiven Diffusion 

und einer Rigidisierung der Zellmembran einher geht. Da die Ergebnisse von Ibupro-

fen und Propranolol einen Rückgang der Papp-Werte um einen ähnlichen Anteil 

zeigen, ist hierdurch ein Rückschluss auf das Mitwirken eines aktiven Mechanismus 

nicht möglich. Dieses Resultat wurde für andere NSAIDs von Neuhoff et al. (2005) in 

ähnlicher Form gezeigt. Der Effekt der Sättigung des Transports im höheren Kon-

zentrationsbereich ist jedoch auch bei 4 °C zu sehen. Das erhaltene 

konzentrationsabhängige Profil der Permeationskoeffizienten von Ibuprofen bei 4 °C 

zeigt innerhalb des schon bei 37 °C betrachteten Konzentrationsbereichs einen ähn-

lichen Verlauf, jedoch um etwa die Hälfte reduzierte Papp-Werte. Die verbleibende 

Restpermeation ist auf passive Diffusion zurückzuführen, so dass diese Komponente 
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der Ibuprofen-Permeation, die bereits von anderen Autoren gezeigt wurde (Lee et al., 

2005; Legen et al., 2003; Takagi et al., 1998), bestätigt werden kann. 

In Anwesenheit des metabolischen Inhibitors Natriumazid und Versuchsbedingungen 

von 4 °C wird eine eindeutige Reduktion der Permeationskoeffizienten von Ibuprofen 

in beide Richtungen beobachtet. Dies weist auf die Beteiligung pimär oder sekundär 

aktiver Mechanismen sowohl an der Absorption als auch an der Sekretion von  

Ibuprofen hin. Eine Rolle von P-gp beim Efflux von Ibuprofen kann jedoch ausge-

schlossen werden, da das P-gp Substrat Verapamil keinen entsprechenden Einfluss 

auf die Permeationskoeffizienten von Ibuprofen ausübt. 

Der Einfluss eines pH-Gradienten (AP pH 6,0 / BL pH 7,4) und des korrespondieren-

den inversen pH-Gradienten auf die Permeation von Ibuprofen wird untersucht, da 

die pH-Abhängigkeit des MCT1-vermittelten Transports bekannt ist. In beide Trans-

portrichtungen ergibt sich für Ibuprofen bei pH 6,0 im Donor- und pH 7,4 im Akzeptor-

kompartiment ein bis zu 2,5-facher Anstieg der Papp-Werte. In entgegengesetzter 

Richtung, d. h. von Seiten des höheren pH-Werts, ist die Permeation auf ein Mini-

mum reduziert. Bei Propranolol tritt ein annähernd identischer Effekt auf, allerdings 

bei umgekehrten pH-Verhältnissen. Daraus wird ersichtlich, dass die pH-

Abhängigkeit bei beiden Arzneistoffen in erster Linie auf die pH-Verteilungstheorie 

und damit auf die pka-Werte beider Substanzen zurückzuführen ist. Dieser Zusam-

menhang, der im Einklang mit den Daten anderer Arbeitsgruppen steht (Korjamo et 

al., 2005; Palmgrén et al., 2004; Laitinen et al., 2003; Legen et al., 2003), wird durch 

die experimentelle Ermittlung der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten beider 

Arzneistoffe und das Verteilungsverhalten von Ibuprofen im Kochkolben bei entspre-

chenden pH-Verhältnissen bestätigt. Die Beteiligung eines pH- bzw. H+-abhängigen 

Mechanismus am Ibuprofen-Transport ist, wie es bei Salicylsäure bereits gezeigt 

wurde (Neuhoff et al., 2005), dennoch möglich. Dieser kann jedoch aufgrund der 

schwach sauren Eigenschaften von Ibuprofen und der entsprechenden pH-

abhängigen Verteilung in diesem Experiment nicht erkannt werden. 

Die mögliche Beteiligung des MCT1 am Transport von Ibuprofen wird durch den Ein-

satz des bekannten MCT1-Substrats Benzoesäure (Enerson und Drewes, 2003; 

Tsuji et al., 1994; Tamai et al., 1999 Haughton et al., 2007) untersucht. Die konzen-

trationsabhängige Hemmung von Ibuprofen (4 mM) wird anhand von sechs verschie-

denen Konzentrationen Benzoesäure (0,1 - 100 mM) untersucht. Es ergibt sich eine 



3. Permeationsstudien an Caco-2/TC7 Zellen 59 

kompetitive Hemmung des Ibuprofen-Transports durch Benzoesäure ab etwa äqui-

molarer Konzentration. Die EC50-Werte des „One site competition“-Fittings werden zu 

12,3 mM (AP-BL) bzw. 14,0 mM (BL-AP) Benzoesäure berechnet. Außerdem wird in 

einem weiteren Experiment die durch den pH-Gradienten (Donor pH 6,0 / Akzeptor 

pH 7,4) um ein Vielfaches erhöhte Permeation von Ibuprofen durch eine äquimolare 

Konzentration von Benzoesäure signifikant reduziert, so dass aus diesen Ergebnis-

sen auf die Beteiligung des MCT1 am Transport von Ibuprofen geschlossen wird. Ein 

zusätzlicher Beweis hierfür soll in der Hemmung des Ibuprofen-Transports durch den 

MCT1-Inhibitor α-Cyano-4-hydroxycinnamat (CHC) gefunden werden. Jedoch zeigen 

weder Ibuprofen (4 mM) noch Benzoesäure (2 mM und 4 mM) eine Sensitivität ge-

genüber CHC (5 mM). Vor allem im Fall des bekannten MCT1-Substrats 

Benzoesäure kann kaum eine Erklärung für diese Resultate gefunden werden, da 

hier, wie für das MCT1-Substrat L-Lactat, ein eindeutiger hemmender Effekt durch 

CHC zu erwarten wäre (Emoto et al., 2002). Nahe liegend wäre daher die biologi-

sche Inaktivität der eingesetzten Charge CHC. Eine andere Erklärung für das 

Versagen des CHC-Hemmeffekts ist möglicherweise die Überlagerung des Carrier-

vermittelten Anteils durch die passive Permeation. Wie die Ergebnisse der Immunflu-

oreszenz-Untersuchungen zeigen, wird der MCT1 ausschließlich auf der apikalen 

Zellseite exprimiert, wobei dieser, je nach Umgebungsbedingungen, in beide Trans-

portrichtungen funktioniert. Die Passage des Arzneistoffs durch die basolaterale 

Membran kann daher nur passiv transzellulär oder durch die dortige Beteiligung  

eines weiteren Transporters geschehen. Es ist daher denkbar, dass die passive 

Permeation, die dann auch auf der apikalen Seite möglich sein muss, den aktiven 

Anteil überwiegt und dessen Hemmung daher nicht erkannt werden kann.  

Zusammenfassend ist aufgrund der Sättigbarkeit der Ibuprofen-Permeation bei höhe-

ren Konzentrationen von der Beteiligung aktiver Mechanismen am Transport von 

Ibuprofen in beide Richtungen auszugehen. Diese Annahme wird durch die Erniedri-

gung der Permeationskoeffizienten von Ibuprofen bei 4 °C in Anwesenheit des 

metabolischen Inhibitors Natriumazid unterstützt. Von einem P-gp-vermittelten Efflux 

von Ibuprofen ist jedoch nicht auszugehen. Die temperaturabhängigen Experimente 

verdeutlichen die passive Komponente der Ibuprofen-Permeation. Die kompetitive 

Inhibition durch das MCT1-Substrat Benzoesäure wird in beide Richtungen darge-

stellt und ist ein starker Hinweis auf die Beteiligung des MCT1 am Transport von 

Ibuprofen. Die wiederum durch Benzoesäure hemmbare Protonen-abhängige  
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Steigerung der Ibuprofen-Permeation stützt diese Annahme. Insgesamt ist daher zu-

sätzlich zu einer passiven Komponente von der Beteiligung des MCT1 am Transport 

von Ibuprofen auszugehen.  

 



4 MATERIAL UND METHODEN 

4.1 MATERIAL UND GERÄTE 

4.1.1 Die Zellkultur 

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Caco-2 Zelllinie wurde 1974 von 

J. Fogh aus einem humanen Colon Adenokarzinom isoliert (Fogh et al., 1977). Der 

Subklon TC7 wurde aus einer späten Passage (# 198; T für tardif, spät) dieser Zellli-

nie von A. Zweibaum, INSERM (Institut National de la Santé et de la Recherche 

Médicale, Villejuif, Frankreich), abgeleitet. Die Caco-2/TC7 Zellen stellte uns freund-

licherweise Prof. Dr. K.-W. Bock, Toxikologisches Institut, Eberhard-Karls-Universität 

Tübingen, zur Verfügung. 

4.1.2 Medien und Reagenzien für die Zellkultur 

Tabelle 4-1 Medien und Reagenzien für die Zellkultur 

Bezeichnung Hersteller/Lieferant 

Dulbecco`s Modified Eagle Medium                      
mit Glutamax-I (D-MEM) 

Invitrogen GmbH 

Dulbecco`s Phosphate Buffered Saline (D-PBS) Invitrogen GmbH 
Fötales Kälberserum (FKS)                                 
Herkunft: Südamerika, Batch No. 40F6245K 

Invitrogen GmbH 

Nicht-essentielle Aminosäuren (MEM NEAA) Invitrogen GmbH 
Gentamicin (50 mg/ml) Invitrogen GmbH 
Trypsin-EDTA (0,25 %) Invitrogen GmbH 
Recovery Cell Culture Freezing Medium Invitrogen GmbH 
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4.1.3 Material und Geräte für die Zellkultur 

Tabelle 4-2 Material und Geräte für die Zellkultur 

Bezeichnung Hersteller/Lieferant 

Zählkammer (Neubauer-improved: Kammertiefe 
0,1 mm, gemäß DIN 12874) 

Paul Marienfeld GmbH &      
Co. KG 

Zellkulturflasche Cellbind (25 cm²) mit Filterkappe  Corning B.V. 
Zellkulturflaschen Nunclon (83 cm²) mit Filterkappe  Nunc GmbH & Co. KG 
Kryoröhrchen, 1,8 ml Nunc GmbH & Co. KG 
PP-Reaktionsgefäße, 0,4 ml Greiner Bio-One GmbH 
PP-Reaktionsgefäße, 1,5 ml Greiner Bio-One GmbH 
PP-Röhrchen, 15 ml, steril Greiner Bio-One GmbH 
PP-Röhrchen, 50 ml, steril Greiner Bio-One GmbH 
Pipetten, 10 ml, steril Greiner Bio-One GmbH 
Pipetten, 25 ml, steril Greiner Bio-One GmbH 
Multiwell-Platten, CellStar 6 well, TC, steril Greiner Bio-One GmbH 
Multiwell-Platten, 12 well, PS Corning B.V. 
Mikroplatten, 96 well Greiner Bio-One GmbH 
Mikroplatten UV-Star, 96 well Greiner Bio-One GmbH 
Transwell Inserts Nr. 3401,  
Polycarbonatmembran, Porengröße 0,4 µm 

Corning B.V. 

Transwell-Clear Inserts Nr. 3460, 
Polyestermembran, Porengröße 0,4 µm  

Corning B.V. 

 

4.1.4 Antikörper und Hilfsstoffe für die Immunfluoreszenz 

Tabelle 4-3 Antikörper und Hilfsstoffe für die Immunfluoreszenz 

Bezeichnung Hersteller/Lieferant 

Alexa Fluor 555 Donkey anti-goat IgG (H+L) Molecular Probes 
Alexa Fluor 555 Donkey anti-rabbit IgG (H+L) Molecular Probes 
Alexa Fluor 488 Phalloidin Molecular Probes 
Rinder Serum Albumin (BSA) Fraktion V Paesel + Lorei Pharma GmbH 
DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Glycergel Mounting Medium Dako Deutschland GmbH 
Glycerol, p.a. Carl Roth GmbH & CO. KG 
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Goat anti-human MCT1 Santa Cruz Biotechnology Inc. 
Eselnormalserum Dianova GmbH 
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH & CO. KG 
Rabbit anti-human MCT1 Acris Antibodies GmbH 
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

 

4.1.5 Verwendete Puffer und Lösungen für die Immunfluoreszenz 

Tabelle 4-4 Verwendete Puffer und Lösungen für die Immunfluoreszenz 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Waschpuffer D-PBS 
Fixierungslösung: 
Paraformaldehyd 4 % 

PFA          4 g 
Aqua bidest.            100 ml  

Antikörper-Verdünnungslösung 
s(Standard Blocking Solution) 

BSA       1.0 % 
Triton X-100      0.2 % 
in PBS pH 7.4 

Primär- und Sekundärantikörper Alle Verdünnungen in 
Antikörper-Verdünnungslösung 

Eselnormalserum 10 % in Antikörper-Verdünnungslösung 
DAPI-Stammlösung DAPI      200 µg 

Aqua bidest.         1 ml 
Erhaltene Lösung 1:2 mit Glycerin 
mischen 

DAPI-Färbelösung zur Kernfärbung 
(1 µg/ml) 

DAPI-Stammlösung      10 µl 
AK-Verdünnungslösung 1990 µl 

Alexa Fluor 488 Phalloidin 
 

Stammlösung*        5 µl 
D-PBS     200 µl 
*nach Herstellerangaben 

 

4.1.6 Wirkstoffe 

Tabelle 4-5 Wirkstoffe 

Substanz Hersteller/Lieferant 

Benzoesäure, p.a. Merck KGaA 
CHC (α-Cyano-4-hydroxycinnamat), purum Fluka 
Fluorescein-Natrium Fluka 
Ibuprofen (Racemat) Knoll Pharmaceuticals 
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Propranolol Hydrochlorid, purum Fluka 
Natriumazid purum, p.a. Fluka 
Verapamil Hydrochlorid, Minimum 99,0 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

 

4.1.7 Lösungsmittel und Chemikalien 

Tabelle 4-6 Lösungsmittel und Chemikalien 

Substanz Hersteller/Lieferant 

Lösungsmittel für die HPLC  
Acetonitril (gradient grade) Mallinckrodt Baker B.V. 
Methanol (gradient grade) Mallinckrodt Baker B.V. 
  

Certipur pH-Kalibrierungsstandards  
Certipur Pufferlösung pH 4,01 Merck KGaA 
Certipur Pufferlösung pH 7,00 Merck KGaA 
Certipur Pufferlösung pH 9,00 Merck KGaA 
  

Sonstige Chemikalien  
Calciumchlorid Merck KGaA 
D(+)-Glucose Merck KGaA 
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck KGaA 
Kaliumchlorid Merck KGaA 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck KGaA 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck KGaA 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck KGaA 
Natriumchlorid Merck KGaA 
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-
ethansulfonsäure) 

Fluka 

MES (4-Morpholino-ethansulfonsäure) Merck KGaA  
ortho-Phosphorsäure 85 % (m/m) Merck KGaA 
Titrisol für 1000 ml 0,1 N NaOH Merck KGaA 
Titrisol für 1000 ml 1,0 N NaOH Merck KGaA 
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4.1.8 Geräte zur allgemeinen Verwendung und Verbrauchsmaterial 

Tabelle 4-7 Geräte zur Allgemeinen Verwendung und Verbrauchsmaterial 

Gerät Hersteller/Lieferant 

Waage Mettler AE 200 Mettler-Toledo GmbH 
Waage Mettler XP205 Delta Range Mettler-Toledo GmbH 
Sicherheitswerkbank HERAsafe, Klasse 2, Typ H Heraeus / Kendro 
CO2-Brutschrank WTB Binder Labortechnik 

GmbH 
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus / Kendro 
Eppendorf Research Pipetten (10, 20, 100, 200 
und 1000 µl) mit Eppendorf Pipettenspitzen 

Eppendorf GmbH 

Multipette plus Eppendorf GmbH 
Combitips plus für Multipette, 10 ml Eppendorf GmbH 
Combitips plus für Multipette, 10 ml, steril Eppendorf GmbH 
Pipettierhilfe Eppendorf Easypet 4420 Eppendorf GmbH 
Pipettierhilfe pipetus-akku Hirschmann GmbH & Co. KG 
Petrischale Steriplan 150/30 mm Schott Instruments GmbH 
Parafilm M Brand GmbH & Co. KG 
Objektträger Menzel Gläser GmbH & Co. 

KG 
Deckgläser (18 x 18 mm) Menzel Gläser GmbH & Co. 

KG 
Inverses Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss MicroImaging GmbH 
Plattenreader BioTek SynergyHT                         
mit Software KC4 V3.4 

BioTek Instruments GmbH 

UV-VIS Spektrophotometer UV mini 1240 Shimadzu GmbH 
Halbmikroosmometer  Knauer GmbH 
S20 SevenEasy pH-Meter Mettler-Toledo GmbH 
EVOM (Epitheliales Voltohmmeter) World Precision Instruments 

Inc. 
Magnetrührer IKAMAG RCT (heizbar) Janke & Kunkel GmbH & Co. 

KG - IKA-Labortechnik 
Magnetrührer Heidolph MR 3001 K (heizbar) Heidolph GmbH & Co. KG 
Laborrührgerät Heidolph RZR 2051 Heidolph GmbH & Co. KG 
Stuart Vortex Mixer SA8 (Orbitalschüttler) Barloworld Scientific 
Vakuum Filtereinheit, Glas Sartorius AG 
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Membranfilter 0,2 µm, RC vliesverstärkt, 
d = 47 mm 

Sartorius AG 

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK 510 H Bandelin GmbH & Co. KG 
Schüttelwasserbad 1083 GFL Gesellschaft für            

Labortechnik mbH 
Koch-Kolben Büchi Labortechnik GmbH 
Umkehrosmose-Anlage Hemo-RO Millipore GmbH 
Muldestor Wagner & Munz GmbH 
Tiefkühltruhe (-70 °C) GFL Gesellschaft für            

Labortechnik mbH 
Gefrierschrank (-30 °C) Siemens Öko Plus Siemens AG 
Kühl- und Gefrierkombination Liebherr Premium Liebherr GmbH 

 

4.1.9 Fluoreszenzmikroskopie  

Zur Fluoreszenzmikroskopie wird das aufrechte Mikroskop Zeiss AxioImager Z.1 

(Carl Zeiss MicroImaging GmbH) verwendet. Das Mikroskop ist mit der hoch auflö-

senden Kamera AxioCam HRc zur digitalen Bilddokumentation und der ApoTome-

Einheit zur Erstellung optischer Schnitte von Fluoreszenzpräparaten mit der Methode 

der „strukturierten Beleuchtung“ ausgestattet (Abbildung 4-1). Anhand der zugehöri-

gen Imaging Software (AxioVision Rel. 4.5) und einem integrierten, kalibrierten 

Bildanalysesystem können alle Aufnahmeparameter der AxioCam gesteuert und die 

erhaltenen Aufnahmen skaliert werden.  

 
Abbildung 4-1 Gesamtansicht des aufrechten Mikroskops AxioImager Z.1 

einschließlich Computer und Monitoren  
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Das Mikroskop ist weiterhin mit drei verschiedenen Filtersets für die Floureszenz-

mikroskopie ausgerüstet, die die parallele Visualisierung der bis zu dreifach 

fluoreszenzmarkierten Präparate ermöglichen (Tabelle 4-8). 

 

Tabelle 4-8 Übersicht über die Filtersets 

Filterset 
Nummer 

Klassischer Marker Exzitation   
[nm] 

Strahlenteiler 
[nm] 

Emission    
[nm] 

49 DAPI 335-338 395 420-470 
38 Green Fluorescent 

Protein 
450-490 495 500-550 

43 HE DSRed 538-562 570 570-640 

 

4.1.10 HPLC-UV – Apparativer Aufbau 

Tabelle 4-9 HPLC-UV – Apparativer Aufbau 

Bezeichnung Hersteller/Lieferant 

HPLC Pumpe LC10-AS Shimadzu GmbH 
HPLC Autosampler SIL-9A  Shimadzu GmbH 
UV-VIS Detector SPD-6A  Shimadzu GmbH 
Communications Bus Module CBM-101 Shimadzu GmbH 
HPLC-Säule CC 250 Nucleosil 100-5 C18 Macherey-Nagel GmbH            

& Co. KG 
HPLC-Säule CC125 Nucleosil 100-5 C18 Macherey-Nagel GmbH            

& Co. KG  
Vorsäulen CC 8/4 Nucleosil 100-5 C18 Macherey-Nagel GmbH            

& Co. KG  
Software Class LC-10 Shimadzu GmbH 

 

4.1.11 Datenverarbeitung 

4.1.11.1 Hardware 

Pentium IV, 3.06 GHz, 512 MB RAM, 60 GB Festplatte 
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4.1.11.2 Software 

Tabelle 4-10 Liste der verwendeten Software 

Software Hersteller / Lieferant 

Adobe Photoshop 5.0 Adobe Systems GmbH 
Carl Zeiss AxioVision Rel. 4.5 Carl Zeiss MicroImaging GmbH 
Corel Graphics Suite 11 Corel Corp. 
GraphPad Prism 4 GraphPad Software, Inc. 
ISIS Draw 4.5 MDL Information Systems 

GmbH 
Microsoft Excel XP 2002 Microsoft GmbH 
Microsoft PowerPoint XP 2002 Microsoft GmbH 
Microsoft Word XP 2002 Microsoft GmbH 

 

 

 

4.2 KULTIVIERUNG DER CACO-2/TC7 ZELLEN 

4.2.1 Allgemeine Kultivierung der Caco-2/TC7 Zellen 

Sämtliche Arbeitsschritte im Zusammenhang mit der Zellkultur werden unter einer 

Sicherheitswerkbank ausgeführt, da eine aseptische Arbeitsweise unbedingt erfor-

derlich ist. 

Die Kultivierung der Caco-2/TC7 Zellen erfolgt in Zellkulturflaschen in einem Brut-

schrank bei 37 °C, 95 % relativer Feuchtigkeit und 5 % CO2-Sättigung. Zur 

Bevorratung sind Passagen der Caco-2/TC7 Zellen in flüssigem Stickstoff (-196 °C) 

gelagert. Zur Präkultivierung wird ein Kryoröhrchen der gewünschten Passage aus 

diesem entnommen und aufgetaut. Zur effektiveren Anzucht der frisch aufgetauten 

Zellen wird für diese Präkultur stets eine 25 cm² CellBind Zellkulturflasche verwen-

det. Für alle weiteren Subkulturen werden Zellkulturflaschen mit 83 cm² 

Wachstumsfläche eingesetzt. 

Als Wachstumsmedium wird D-MEM verwendet, das mit 10 % fötalem Kälberserum, 

1 % nicht-essentiellen Aminosäuren und 0,1 % Gentamicin angereichert wird. Das 
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Medium wird routinemäßig dreimal pro Woche gewechselt, außerdem 24 Stunden 

nach dem Auftauen bzw. dem Passagieren der Zellen zur Entfernung nicht lebens-

fähiger und damit nicht adhärenter Zellen. 

Die Subkultivierung im wöchentlichen Rhythmus bei ca. 80 % Konfluenz dient der 

Vermeidung der Ausdifferenzierung der Zellen. Hierfür wird das Wachstumsmedium 

entfernt, die Zellen werden zweimal mit 5 ml D-PBS gewaschen und anschließend 

durch Zusatz von 0,0625 % Trypsin / 0,0095 % EDTA vom Boden der Zellflasche 

abgelöst. Nach 5 min bei 37 °C wird die Trypsinierung durch Zugabe von Wachs-

tumsmedium gestoppt. Die Zellsuspension wird in ein 50 ml PP-Röhrchen überführt 

und für 5 min bei 1300 rpm zentrifugiert. Im Anschluss wird der Überstand verworfen 

und das Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert. Ein Tropfen der Suspension wird 

entnommen mit Hilfe einer Zählkammer die Anzahl der Zellen ermittelt. In einer Ver-

dünnung von 1 x 104 Zellen/ml kann die Zellsuspension nun für die Subkultur in einer 

neuen 83 cm² Zellkulturflasche oder in einer Aussaatdichte von 6 x 104 Zellen/cm² für 

die Subkultur in Transwell-Einsätzen bzw. auf Deckgläsern eingesetzt werden.  

Bei Bedarf können Zellen zur Kryokonservierung in flüssigem Stickstoff separiert 

werden. Zu diesem Zweck wird das Zellpellet, das nach dem Zentrifugieren erhalten 

wurde, in einem angemessenen Volumen eiskalten Einfriermediums resuspendiert 

und zu aliquoten Teilen in Kryoröhrchen pipettiert. Diese Kryoröhrchen werden un-

verzüglich in eine mit Eis befüllte Styroporbox überführt und in dieser 24 Stunden bei 

-70 °C tiefgefroren. Anschließend werden die Kryoröhrchen aus der Styroporbox ent-

nommen und in flüssigen Stickstoff transferiert. 

Grundsätzlich ist zu beachten, dass sich die Zellen hinsichtlich ihrer Eigenschaften 

bei fortschreitender Subkultivierung verändern können (Artursson, 1991, Briske-

Anderson et al., 1997). Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit nur Caco-2/TC7 

Zellen der Passagen # 34 - 47 verwendet. 
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4.2.2 Kultivierung für die in vitro Permeationsstudien 

Für die Permeationsstudien werden Transwells, so genannte Filter-Kammer-

Systeme, verwendet. Diese bestehen aus einer 12-well-Platte und 12 mm Transwell-

Einsätzen mit einer Polycarbonatmembran von 0,4 µm Porengröße (Abbildung 4-2). 

 
Das Volumen der apikalen Kammer (die dem Darmlumen zugewandte Seite) beträgt 

0,5 ml, das der basolateralen Kammer (die der Serosa bzw. den Blutgefäßen zuge-

wandte Seite) 1,5 ml. Die Caco-2/TC7 Zellen werden direkt auf die 

Polycarbonatmembran ausgesät (4.2.1) und beide Kompartimente werden mit 

Wachstumsmedium ergänzt. Das Medium wird nach 24 h und anschließend dreimal 

pro Woche gewechselt. 

4.2.3 Kultivierung für die Immunchemie 

Für die immunchemischen Experimente werden Deckgläser in die Vertiefungen von 

6-Well-Platten eingebracht und Caco-2/TC7 Zellen auf diesen, wie in Kapitel 4.2.1 

beschrieben, ausgesät. Jedes Well wird mit 3 ml Wachstumsmedium befüllt. Das 

Medium wird 24 h nach Aussaat und anschließend dreimal pro Woche gewechselt. 

Die Zellen werden an Tag 21 - 28 nach der Aussaat verwendet. 

 

 

apikal 
Zellmonolayer 

Polycarbonat-
Membran 

basolateral 
 

Abbildung 4-2 Schemazeichnung des Transwell-Systems 
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4.3 DIE CACO-2/TC7 ZELLKULTUR ALS IN VITRO 

PERMEATIONSMODELL 

4.3.1 Durchführung der Permeationsstudien 

Nach der Aussaat auf die mikroporöse Filtermembran der Transwell-Einsätze (4.2.2) 

wachsen die Caco-2/TC7 Zellen innerhalb von 21 Tagen zu dichten, polarisierten 

und ausdifferenzierten Monolayern heran. Die Permeationsstudien werden je nach 

Dichtigkeit der Monolayer an Tag 21 - 28 nach Aussaat durchgeführt (4.3.2). 

4.3.1.1 Transportpuffer 

Alle Permeationsstudien werden in physiologischer Pufferlösung nach Hank durch-

geführt. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 4-11 angegeben. Entsprechend dem 

angestrebten pH-Wert wird die jeweilige Puffersubstanz ausgewählt: HEPES (4-(2-

Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsäure) (20 mM) ist in der Zellkultur weitverbrei-

tet, um pH-Werte von 6,8 - 8,2 einzustellen; MES (4-Morpholino-ethan-sulfonsäure) 

(10 mM) ist im Bereich von pH 5,5 - 6,7 gebräuchlich (Ingels und Augustijns, 2003). 

Die erforderlichen Substanzen werden in destilliertem Wasser gelöst, der entspre-

chende pH-Wert wird mit Natriumhydroxid-Lösung oder ortho-Phosphorsäure 

eingestellt und die Osmolalität bestimmt (300 ± 25 mosmol/kg). 

Tabelle 4-11 Zusammensetzung von Hank’s Puffer 

Substanz Menge (g/l) 

Calciumchlorid 0,14 
Kaliumchlorid 0,40 
Kaliumdihydrogenphosphat 0,06 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 0,10 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,10 
Natriumchlorid 8,00 
Di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat 0,09 
D-Glucose 1,00 
HEPES oder 
MES 

5,07 
2,13 
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4.3.1.2 Permeationsstudien am Transwell-System 

Alle Transportexperimente werden in Richtung der Absorption (apikal nach basolate-

ral, AP-BL) und der Sekretion (basolateral nach apikal, BL-AP) durchgeführt. 

Zu Beginn eines Experiments wird zunächst das Kulturmedium aus beiden Kammern 

der Transwells abgesaugt, danach werden diese zweimal mit temperiertem Hank’s 

Puffer gespült. Beim Spülen richtet sich die Temperatur des Puffers nach den ange-

wandten Versuchsbedingungen, in der Regel also 37 °C. Bei Permeationsstudien bei 

4 °C wird Puffer von Raumtemperatur verwendet, um eine schrittweise Anpassung 

an die Versuchsbedingungen zu erzielen. Nach dem Spülvorgang werden die Zell-

monolayer 30 min lang im Schüttelwasserbad bei der entsprechenden Temperatur 

äquilibriert, wobei auf die Einhaltung der Kammervolumina (0,5 ml apikal, 1,5 ml  

basolateral) zu achten ist. Bei Experimenten mit den Inhibitoren Verapamil oder 

Natriumazid werden diese schon bei der Äquilibrierung in beiden Kammern zuge-

setzt.  

Um ein Experiment zu starten, werden im Anschluss an die Vorinkubationszeit beide 

Kammern der Transwells leer gesaugt und mit Puffer- bzw. Arzneistofflösung befüllt 

(Abbildung 4-3). Die Versuche werden im temperierten Schüttelwasserbad durchge-

führt, das sich mit einer Geschwindigkeit von 85 min-1 bewegt. Nach 15, 30, 60, und 

120 min werden im jeweiligen Akzeptor-Kompartiment Proben (200 µl) gezogen. Das 

entnommene Volumen wird durch temperierten Transportpuffer sofort wieder ersetzt. 

Darüber hinaus wird die Startkonzentration bestimmt und ebenso die verbleibende 

Konzentration im Donorkompartiment am Versuchsende, anhand derer die Wieder-

findung der eingesetzten Arzneistoffkonzentration überprüft wird. Die Proben werden 

direkt im Anschluss an den Versuch analysiert (4.6.1) oder bei -20 °C bis zur Analyse 

eingefroren. Bei allen Transportexperimenten wird auf die Einhaltung von ´sink´-

Bedingungen geachtet. Eine Übersicht über sämtliche Versuchsbedingungen findet 

sich in Tabelle 4-12. Die jeweils verwendeten Wirkstoffkonzentrationen finden sich 

bei der detaillierten Beschreibung des jeweiligen Experiments in Kapitel 3. 
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apikal 
Arzneistofflösung 

Zellmonolayer 

Polycarbonat-
Membran 

basolateral 
Hank’s Puffer 

Transportexperiment AP-BL 

apikal 
Hank’s Puffer 

basolateral 
Arzneistofflösung 

Transportexperiment BL-AP 

 
Abbildung 4-3  Versuchsanordnung für Transportexperimente in Richtung AP-BL 

(Absorption) und BL-AP (Sekretion) 

 
Tabelle 4-12 Versuchsbedingungen für die Permeationsstudien 

Donor-Kompartiment Akzeptor-Kompartiment Experiment 

 Temp. pH  Temp.  pH 

Standard, 37 °C Arzneistofflösung 37 °C 7,4 Hank’s Puffer 37 °C 7,4 
Standard, 4 °C Arzneistofflösung 4 °C 7,4 Hank’s Puffer 4 °C 7,4 
pH-Gradient Arzneistofflösung 37 °C 6,0 Hank’s Puffer 37 °C 7,4 
Inverser           
pH-Gradient 

Arzneistofflösung 37 °C 7,4 Hank’s Puffer 37 °C 6,0 

Inhibition durch 
Verapamil 

Arzneistofflösung 
+ Verapamil  

37 °C 7,4 Hank’s Puffer    
+ Verapamil 

37 °C 7,4 

Inhibition durch 
Natriumazid 
 

Arzneistofflösung 
+ Natriumazid 

37 °C 7,4 Hank’s Puffer      
+ Natriumazid 

37 °C 7,4 

Inhibition durch 
Benzoesäure 

Arzneistofflösung 
+ Benzoesäure 

37 °C 7,4 Hank’s Puffer 37 °C 7,4 

Inhibition durch 
CHC 

Arzneistofflösung  
+ CHC 

37 °C 7,4 Hank’s Puffer 37 °C 7,4 

 

4.3.1.3 Ermittlung des apparenten Permeationskoeffizienten (Papp) 

Der apparente Permeationskoeffizient (Papp) ist ein gebräuchlicher Parameter zur 

Beurteilung der Durchlässigkeit (Permeabilität) eines Zellmonolayers für eine be-

stimmte Substanz und damit ihres Absorptionsverhaltens am entsprechenden 
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Epithel. Der Papp wird durch Auswertung der Permeationsstudien unter Anwendung 

von Gleichung 2 berechnet (Artursson et al., 1996). 

[ ]cm/s
cA

V
dt
dcP

0
app ⋅

⋅=       Gleichung 2 

 
Hierbei ist dc/dt [µg ml-1 s-1] der Substanzfluss über den Monolayer. Dieser entspricht 

der Steigung, die aus der Regressionsgeraden des anfangs linearen Anteils der  

kumulierten Arzneistoffkonzentration über der Zeit erhalten wird. V ist das Volumen 

im Akzeptorkompartiment (0,5 ml AP bzw. 1,5 ml BL), A die Fläche des Zellmono-

layers (1,13 cm²) und c0 die Ausgangskonzentration im Donorkompartiment [µg/ml]. 

4.3.2 Integrität der Zellmonolayer 

Die Integrität der Zellmonolayer ist ein wichtiges Qualitätsmerkmal, denn nur mit 

dichten und somit unversehrten Zellmonolayern können valide Ergebnisse aus den 

Permeationsstudien erhalten werden. Deshalb wird die Integrität vor und nach jedem 

Transportexperiment überprüft, wobei die beiden im Folgenden beschriebenen Me-

thoden zum Einsatz kommen. Zellmonolayer, die die geforderten Qualitätskriterien 

nicht erfüllen, werden nicht für Permeationsstudien verwendet. 

4.3.2.1 Transepithelialer elektrischer Widerstand (TEER) 

Das Zellwachstum kann durch Messung des transepithelialen elektrischen Wider-

standes (TEER), also des Widerstandes gegenüber dem Ionenfluss über den 

Zellmonolayer, überprüft werden. Da der Ionenfluss durch die Zellmembran im Ver-

gleich mit jenem durch die tight junctions sehr gering ausfällt, stellt der TEER ein 

Maß für die Dichtigkeit der tight junctions dar (Artursson et al., 1996).  

Gemessen wird dieser Widerstand mit einem Voltohmmeter (Abbildung 4-4 A) mit 

entsprechend gestalteten „chopstick“-Elektroden (Abbildung 4-4 B). Unter Berück-

sichtigung der Temperaturabhängigkeit des TEER wird die Widerstandsmessung am 

Transwell-System direkt nach dem Wechsel des auf 37 °C temperierten Wachs-

tumsmediums durchgeführt.  
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Zur Berechnung des TEER-Werts muss zuerst der effektive Widerstand des Zell-

monolayers als Differenz des Widerstands des unbewachsenen Polycarbonatfilters 

(~ 130 Ω) und des tatsächlichen Messwerts ermittelt werden. Außerdem geht die 

Fläche des Filters bzw. des Zellmonolayers (1,13 cm²) in die Berechnung ein (Glei-

chung 3) (Tavelin 2002). 

( ) ]cm[13,1130MesswertTEER 2⋅Ω⋅−=    Gleichung 3 

 
Beobachtet man den typischen Verlauf des TEER-Werts nach der Aussaat der  

Zellen, so ist dieser zu Beginn sehr niedrig, steigt dann schnell an und erreicht bei 

Konfluenz nach ca. 10 - 14 Tagen sein Maximum (Awadallah 2003). In der Regel 

werden in unserem Labor TEER-Werte von 190-240 Ω cm² für Zellmonolayer der 

Passagen # 34 - 47 erreicht. 

Der TEER wird als Auswahlkriterium für die Zellmonolayer eingesetzt. So werden im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit nur Zellmonolayer für Permeationsstudien verwen-

det, bei denen zu Versuchsbeginn effektive Widerstände ≥ 200 Ω bzw. TEER-Werte 

≥ 226 Ω cm² ermittelt werden. Dieser Grenzwert wird in Anlehnung an Awadallah 

(2003) als Qualitätsstandard festgelegt. 

 A      B 

Abbildung 4-4 Messung des TEER mit Hilfe des EVOM Voltohmmeters (A) und 

vergrößerte Abbildung der „chopstick“-Elektroden (B). 
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4.3.2.2 Fluorescein-Natrium als hydrophiler Marker 

Die Permeation hydrophiler und nicht aktiv transportierter Moleküle ist auf die passiv 

parazelluläre Route begrenzt. Somit können diese Markermoleküle zur Überprüfung 

der Dichtigkeit von Zellmonolayern herangezogen werden (Artursson et al., 1996). Im 

Anschluss an jedes Transportexperiment wird daher die Unversehrtheit der Zell-

monolayer mit Fluorescein-Natrium als hydrophiler Markersubstanz bestimmt, denn 

diese Substanz liegt bei pH 7,4 deprotoniert, also negativ geladen, vor (Abbildung 

4-5). 

 
Bei der Integritätsüberprüfung mit Fluorescein-Natrium werden die Transwells in 

Analogie zu den Transportexperimenten (4.3.1.2.) basolateral mit 1,5 ml Hank’s Puf-

fer und apikal mit 0,5 ml einer Lösung von 100 µg/ml Fluorescein-Natrium in Hank’s 

Puffer, jeweils auf pH 7,4 eingestellt, befüllt. Nach 60 min wird im Akzeptorkomparti-

ment eine Probe gezogen und in einer 96 Well-Platte mit dem Plattenreader (4.6.1.5) 

fluorimetrisch analysiert.  

Bei integren Zellen darf der Grenzwert von 1 · 10-6 cm/s für den apparenten Permea-

tionskoeffizienten (Artursson et al., 1996) nicht überschritten werden. Dies entspricht 

einer Konzentration von 0,26 µg/ml Fluorescein-Natrium im Akzeptorkompartiment 

nach 60 min. 

O

OH OO

O Na+

 
Abbildung 4-5 Fluorescein-Natrium 
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4.4 METHODEN DER IMMUNFLUORESZENZ 

4.4.1 Grundlagen 

Die Immunfluoreszenz macht Proteine mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikör-

pern sichtbar und kann daher sinngemäß mit dem Begriff „Antikörper-Färbung“ 

beschrieben werden. Sie ist eine von mehreren verschiedenen Färbemethoden aus 

der Immunchemie. 

In der Immunfluoreszenz kommen unterschiedliche Färbetechniken zur Anwendung, 

unter anderem die 2-Schritt indirekte und die 3-Schritt indirekte Methode. Bei der im 

Rahmen dieser Arbeit angewandten Färbetechnik handelt es sich um die 2-Schritt 

indirekte Methode (Abbildung 4-6). Hierbei wird das darzustellende Antigen, in die-

sem Fall das humane MCT1-Protein, im ersten Schritt durch einen unkonjugierten 

Primärantikörper erkannt. Im zweiten Schritt bindet ein fluoreszenzmarkierter Sekun-

därantikörper spezifisch an den Primärantikörper. Dieser dient schließlich der 

indirekten fluoresenzmikroskopischen Visualisierung des Zielantigens (Boenisch 

2006). Hierbei ist zu beachten, dass der Sekundärantikörper gegen die Immunglobu-

line derjenigen Spezies gerichtet sein muss, aus der der Primärantikörper stammt 

(4.4.3.2.). 

Primärantikörper 

Zelle 

Sekundärantikörper, 
fluoreszenzmarkiert 

Zielantigen 

 
Abbildung 4-6 Schematische Darstellung der 2-Schritt indirekten Methode der 

immunfluorimetrischen Färbetechniken 
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4.4.2 Auswahl geeigneter Träger für die Zellmonolayer im Rahmen der 

immunchemischen Färbungen 

Um die fluoreszenzmikroskopische Begutachtung der hergestellten Präparate zu  

ermöglichen, müssen die Zellmonolayer auf einem transparenten Träger herangezo-

gen werden. Die für die Permeationsstudien verwendeten Transwells mit Polycarbo-

natmembran sind nicht transparent und folglich ungeeignet. Als Alternative kommen 

Transwells mit einer klaren Polyestermembran oder Glasdeckgläser in Frage.  

In Transwells mit Polyestermembran werden die Caco-2 Zellen wie in Transwells mit 

Polycarbonatmembran kultiviert (4.2.2.). Auch aus Gründen der Handhabung bieten 

sich diese Membranen an. Bereits bei den ersten Färbeversuchen wurde jedoch eine 

starke Eigenfluoreszenz der Polyestermembranen festgestellt, die die Detektion der 

eigentlichen Zielstrukturen und damit eine weitere Verwendung dieser Transwells in 

der Fluoreszenzmikroskopie unmöglich macht. 

Auf Glas adhärieren die Caco-2/TC7 Zellen ebenso gut wie auf den genannten 

Membranstrukturen oder auf der Plastikoberfläche (Polystyrol) der Zellkulturflaschen, 

so dass sich die Kultivierung der Zellen auf Deckgläsern (4.2.3.) problemlos gestal-

tet. Bei der Verwendung von Deckgläsern können Eigenfluoreszenz oder sonstige 

Störfaktoren bei der Mikroskopie weitgehend ausgeschlossen werden, so dass diese 

als optimale Träger für die Zellmonolayer in der Immunfluoreszenz ausgewählt wer-

den. 

4.4.3 Auswahl der Antikörper, Seren und weiteren Markersubstanzen 

Eine Übersicht über alle Antikörper, Seren und weiteren Markermoleküle, die zur  

Visualisierung des MCT1-Proteins und der Hintergrundfärbungen verwendet wurden, 

sind in Tabelle 4-13 zusammengestellt. In den folgenden Abschnitten wird diese 

Auswahl näher erläutert. 
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Tabelle 4-13 Immunchemisches Setup in der Übersicht 

Normalserum Eselnormalserum 
Primärantikörper goat anti-human MCT1 

(Santa Cruz Biotechnology) 
rabbit anti-human MCT1 

(QED Bioscience) 
Sekundärantikörper Alexa 555-                 

donkey anti-goat IgG (H+L) 
Alexa 555-                  

donkey anti-rabbit IgG (H+L) 
Kernfärbung DAPI 
F-Actin Färbung Alexa 488-Phalloidin 

 

4.4.3.1 Auswahl der Primärantikörper 

Der Primärantikörper muss das humane MCT1-Protein bzw. eine Sequenz aus die-

sem als Antigen erkennen. Außerdem soll seine Spezifität gewährleistet sein. Um 

diesen Anforderungen zu genügen, werden im Idealfall Primärantikörper ausgewählt, 

die bereits in der Immunchemie verwendet wurden und dabei eine spezifische Anti-

gen-Antikörper-Reaktion mit dem Zielantigen unter Beweis gestellt haben. Neben 

dem bei Caco-2/BBe Zellen eingesetzten Primärantikörper von Alpha Diagnostics 

International Inc. (ADI, San Antonio, Texas, USA) sind die beiden im Folgenden  

genannten kommerziell erhältlich. 

Der Antikörper goat anti-human MCT1 (C20) von Santa Cruz Biotechnology ist ein 

gereinigter polyklonaler Antikörper aus der Ziege und gegen ein C-terminales Peptid 

des humanen MCT1 gerichtet. Er wurde bereits in der Immunchemie verwendet,  

allerdings nicht an Caco-2 Zellen. Nachteilig ist hier das für diesen Antikörper emp-

fohlene Fixierungsagens Methanol, das durch eine mögliche Dehydratisierung der 

Zellen als ungünstig eingestuft werden muss. 

Der Antikörper rabbit anti-human MCT1 (aa 3-14) von QED Bioscience ist ein gegen 

ein N-terminales Peptid des humanen MCT1 gerichteter Antikörper aus dem Kanin-

chen. Für die Anwendung in Immunoblots wird dieser Antikörper zwar empfohlen, es 

gibt jedoch keine Erfahrung in der Immunfluoreszenz. Er wurde dennoch ausgewählt, 

um ein Abgleichen der Färbeergebnisse mit dem erstgenannten Antikörper zu  

ermöglichen. Eine Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd anstelle von Methanol soll  

etabliert und die Ergebnisse beider Primärantikörper sollen miteinander verglichen 

werden. 



4. Material und Methoden 80 

4.4.3.2 Auswahl der Sekundärantikörper 

Der Sekundärantikörper muss jeweils gegen die Immunglobuline derjenigen Spezies 

gerichtet sein, aus der der Primärantikörper stammt. Darüber hinaus sollte der  

Sekundärantikörper mit der gewünschten Fluoreszenzmarkierung verfügbar sein 

(4.4.3.5). Da der Primärantikörper von Santa Cruz Biotechnology aus der Ziege 

stammt, wird ein aus dem Esel stammender Sekundärantikörper, der gegen  

Immunglobuline der Ziege gerichtet ist (donkey anti-goat IgG (H+L)), ausgewählt. 

Entsprechend stammt der Sekundärantikörper, der gegen den Primärantikörper von 

QED Bioscience gerichtet ist, ebenfalls aus dem Esel, ist jedoch gegen die  

Immunglobuline des Kaninchens gerichtet (donkey anti-rabbit IgG (H+L)) (Tabelle 

4-13). 

4.4.3.3 Blockierung unspezifischer Färbung 

Die Antikörper-Verdünnungslösung, die neben PBS und Triton X-100 1 % BSA ent-

hält (Tabelle 4-4), wird als Standard Blocking Solution eingesetzt und dient der 

Absättigung von freien Protein-Bindungsstellen und damit der Reduzierung unspezi-

fischer Färbungen. Diese unspezifische Färbung soll außerdem durch die gezielte 

Blockierung mit den Sekundärantikörpern entsprechendem Normalserum verhindert 

werden. Da die ausgewählten Sekundärantikörper beide aus dem Esel stammen, 

wird jeweils Eselnormalserum verwendet. Kontrollexperimente ohne Primärantikörper 

zeigten keine Färbungen dieser Präparate. 

4.4.3.4 Hintergrundfärbung 

Die Hintergrundfärbung der immunchemischen Präparate soll eine räumliche Orien-

tierung sowohl über den Zellmonolayer hinweg als auch innerhalb einzelner Zellen 

gewährleisten, um definierte Aussagen über die Lokalisation des MCT1 zu ermögli-

chen (2.2.2). Hierfür werden zum einen die Zellkerne mit DAPI (4',6-Diamidino-2-

phenylindol-dihydrochlorid) markiert. Zum anderen wird F-Actin in der Zelle lokali-

siert, um so die dem Darmlumen zugewandte Seite der Zellen eindeutig zuordnen zu 

können (2.2.1). 

Die Markierung der Zellkerne geschieht durch die spezifische Bindung von DAPI an 

AT-Basenpaare und Interkalation in GC-reiche Regionen der DNA. Die blaue Farbe 
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von DAPI ist für die Arbeit am Fluoreszenzmikroskop vorteilhaft, da es nur eine sehr 

geringe Überlappung zwischen DAPI und dem grün fluoreszierenden Marker Alexa 

488 und dem rot fluoreszierenden Marker Alexa 555 gibt (Tabelle 4-14).  

Phalloidin wird aus dem Weißen Knollenblätterpilz (Amanita phalloides) isoliert und 

bindet selektiv an F-Actin. Durch Kopplung des Fluoreszenzfarbstoffs Alexa 488 

(Tabelle 4-14) an das Phalloidin lässt sich folglich F-Actin in der Zelle visualisieren. 

Bei sämtlichen Anfärbungen der Actinfilamente wird zur Fixierung der Zellmonolayer 

4 % PFA verwendet, da Methanol F-Actin während des Fixierungsprozesses zerstö-

ren kann (Molecular Probes, 2006).  

4.4.3.5 Auswahl der Fluoreszenzfarbstoffe 

Die Fluoreszenzfarbstoffe sollen in erster Linie mit den verfügbaren Filtersets (4.4.8., 

Tabelle 4-8) des Mikroskops detektierbar sein. Grundsätzlich ist darauf zu achten, 

dass bei Mehrfachfärbungen die Exzitations- und Emissions-Spektren der ausge-

wählten Farbstoffe nicht überlappen, so dass die getrennte Detektion möglich ist. 

Wünschenswert sind darüber hinaus Fluoreszenzmarker mit intensiver, möglichst 

pH-unabhängiger Fluoreszenz und vor allem hoher Photostabilität. Aus den genann-

ten Gründen werden die in Tabelle 4-14 genannten Fluoreszenzfarbstoffe 

ausgewählt. 

Tabelle 4-14 Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe 

Farbstoff Konjugiert an Zielantigen Exzitation 
[nm] 

 

Emission 
[nm] 

 

Farbe 

DAPI --- Zellkern (DNA) 358 463 Blau 
Alexa 488 Phalloidin F-Actin 493 520 Grün 
Alexa 555 Sekundär-

antikörper 
humaner MCT1, 
indirekt 

553 568 Rot 
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4.4.4 Optimierung der Konzentrationen der Antikörper und 

Fluoreszenzmarker 

Um aussagekräftige Färbeergebnisse zu bekommen, müssen optimal verdünnte  

Antikörper benutzt werden. Bei der 2-Schritt indirekten Methode werden zwei Anti-

körperlösungen verwendet. Die optimale Verdünnung für jeden Antikörper wird durch 

eine Schachbrett-Titration entsprechend Tabelle 4-15 bestimmt. Zur Gewinnung ei-

nes ersten Überblicks über die ausgewählten Verdünnungen werden die Präparate 

1 - 3 angefertigt und begutachtet.  

Tabelle 4-15 Schema der Schachbrett-Tiration 

  Primärantikörper 
  1:50 1:100 1:150 1:200 

1:1000 4a 4b   

1:2000 4c 1   
1:5000   2  

Sekundärantikörper 

1:10000    3 

 

Die optimale Kombination der Verdünnungen kann man an dem Präparat erkennen, 

das die stärkste spezifische Anfärbung und den geringsten Hintergrund (unspezi-

fisch, durch Überfärbung) aufweist. Die nach Tabelle 4-15 angefärbten Präparate 2 

und 3 sind deutlich zu schwach angefärbt, während Präparat 1 dem gesuchten Ver-

dünnungsbereich bereits näher kommt. In einem nachfolgenden Experiment 

entsprechend der Verdünnungskombinationen 4a, 4b und 4c wird bei Präparat 4a die 

intensivste Färbung ohne Hintergrund festgestellt und die damit als Optimum festge-

legt. In einem weiteren Versuch unter Verwendung der Antikörper-Verdünnungen 

nach 4a, kombiniert mit einer zusätzlichen Kernfärbung mit DAPI und einer F-Actin-

Färbung mit Phalloidin, sind alle drei Farben von hoher Intensität, und Hintergrund-

färbungen sind nicht auszumachen. 

Diese Prozedur wird für beide Antikörpersets in der beschriebenen Form durchge-

führt. Es wird jeweils eine Verdünnung von (1:50) für den Primärantikörper und von 

(1:1000) für den Sekundärantikörper als optimale Konzentrationen ermittelt.  
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4.4.5 Fixierungsmethoden 

Die Fixierung dient der Konservierung der Zellmonolayer in möglichst natürlichem 

Zustand und auf reproduzierbare Weise (Farmilo und Stead, überarbeitet durch  

Atwood, 2006). Ein ideales Fixierungsmedium soll daher die Zellmorphologie des 

Präparats sowie die fraglichen Epitope erhalten, außerdem schnell in die Zellen ein-

dringen und keine Autofluoreszenz zeigen. 

Fixative erfüllen ihre schützende Funktion, indem sie Proteine durch Koagulation 

und/oder durch chemische Quervernetzung denaturieren. Zur Fixierung der Caco-

2/TC7-Zellmonolayer werden zwei verschiedene Fixierungsagenzien  angewandt und 

verglichen: 100 % Methanol (Lagerung bei -20 °C, Zellfixierung 10 min bei 4 °C) und 

4 % Paraformaldehyd (PFA) (10 min bei Raumtemperatur). Paraformaldehyd ist ein 

sehr gebräuchliches Fixativ. Es reagiert mit basischen Aminosäuren und führt damit 

zu Quervernetzungen. Das bedeutet, dass die Struktur zytoplasmatischer Proteine 

nur unerheblich verändert wird, dass die Permeabilität für Makromoleküle jedoch  

relativ gering ist. Daher müssen mit PFA fixierte Zellen permeabilisiert werden, um 

Antikörpern den Zugang zu intrazellulären Proteinen zu ermöglichen. Im Gegensatz 

dazu stellt die Fixierung mit Methanol, die über die Ausfällung von Proteinen wirkt, 

die einfachste Methode dar. Eine Permeabilisierung ist hier nicht notwendig, jedoch 

besteht die Gefahr, dass Lipide und lösliche Proteine aus der Zelle extrahiert werden. 

Als weiteren Nachteil der Lösemittelfixierung ist die mögliche Dehydratisierung der 

Zellen zu nennen. 

Zur Permeabilisierung wird die Antikörper-Verdünnungslösung (Standard Blocking 

solution) grundsätzlich mit 0,2 % Triton X-100 versetzt (Tabelle 4-4), obwohl dies nur 

für PFA-fixierte Präparate unabdingbar ist. 

Die Fixierdauer ist eine weitere wichtige Variable: bei zu langer Fixierzeit können Epi-

tope geschädigt werden, während bei zu kurzer Fixierung die zelluläre Struktur 

eventuell nicht ausreichend konserviert wird. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

wurde eine Dauer von 10 min als optimale Fixierzeit experimentell ermittelt. 
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4.4.6 Eindecken der Präparate 

Der abschließende Schritt einer jeden immuncytochemischen Färbeprozedur ist das 

„Eindecken“, also die Fixierung des gefärbten Präparats auf dem Objektträger 

(Abbildung 4-7). Da diese Fixierung möglichst dauerhaft sein soll, ist ein Aushärten 

des Eindeckmediums wünschenswert. Des Weiteren soll ein Ausbleichen des  

Präparates verhindert werden, was durch Zusatz eines „Antifade“-Reagenzes wie 

DABCO (1,4-Diazabizyclo-[2.2.2]-octan) erreicht werden kann. Beide Forderungen 

werden durch das folgende Eindeckmedium erfüllt: 

Eindeckmedium Glycergel/DABCO: 

Glycergel     15 ml 

DABCO   390 mg 

 

Zellen Eindeckmedium Deckglas 

Objektträger 

 
Abbildung 4-7  Schemazeichnung eines eingedeckten Präparates im Querschnitt  

 
Die in Glycergel/DABCO eingedeckten Präparate härten über Nacht im Kühlschrank 

vollständig aus und können anschließend mikroskopisch betrachtet werden. 

Als Alternative kann eine Mischung aus Glycerin/PBS (9+1) und DABCO verwendet 

werden. Da diese jedoch nicht aushärtet, sollte das Präparat zum Schutz mit Nagel-

lack versiegelt werden (Abbildung 4-8). 

 
Abbildung 4-8 Beispiel eines in Glycerin/PBS eingedeckten und mit Nagellack 

versiegelten Präparates 
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4.4.7 Durchführung der immunchemischen Färbungen 

Das detaillierte Färbeprotokoll kann dem Anhang (7.1) entnommen werden.  

Der Ablauf der Färbeprozedur sieht eine vierstündige Einwirkzeit des Primärantikör-

pers vor. Um zu verhindern, dass das Präparat während dieser Zeit austrocknet, wird 

eine spezielle Feuchtekammer entwickelt (Abbildung 4-9). Diese besteht aus einer 

Petrischale, die mit einem haushaltsüblichen und mit destilliertem Wasser befeuchte-

ten Schwammtuch ausgelegt ist. Die Antikörper-Lösung wird auf ein in die 

Petrischale passendes Stück Parafilm pipettiert, das Deckglas mit der bewachsenen 

Seite nach unten vorsichtig aufgelegt und die Kammer verschlossen. 

    
Abbildung 4-9 Feuchtekammer, offen (Bild links) und geschlossen (Bild rechts). 

4.4.8 Fluoreszenzmikroskopie 

Die eingedeckten Präparate werden in einem abgedunkelten Raum mit Hilfe des auf-

rechten Mikroskops AxioImager Z.1 unter Verwendung der entsprechenden Filtersets 

und der ApoTome-Einheit (4.1.9) fluoreszenzmikroskopisch betrachtet. Optische 

Schnitte werden in der Regel aus Z-Stapeln aus 10-20 Einzelschnitten bei 1 µm  

Z-Schnittdicke erstellt. Die Auswahl der jeweiligen Einstellungen richtet sich dabei 

nach der Qualität des Präparats hinsichtlich der Planarität des fixierten Zellmono-

layers und der Intensität des Fluoreszenzsignals. Bei Z-Schnitten < 1 µm besteht die 

Gefahr eines zu raschen Ausbleichens der Präparate. 
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4.5  KOCHKOLBEN UND VERTEILUNGSKOEFFIZIENT 

4.5.1 Bestimmung des Verteilungskoeffizienten Vk 

Der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient Vk von Ibuprofen wird durch Ausschütteln 

im Scheidetrichter experimentell ermittelt. In Analogie zu den Permeationsstudien 

dient Hank’s Puffer pH 7,4 und 6,0 als wässrige Phase.  

Eine photometrisch auswertbare Ibuprofen-Lösung (in Hank’s Puffer) wird so herge-

stellt, dass nach Lambert-Beer mit einer Absorption von 0,5 - 0,8 gerechnet werden 

kann. Die Ausgangsabsorption A0 der Ibuprofen-Lösung wird UV-spektrophoto-

metrisch bei 264 nm bestimmt. Genau 50 ml wässrige, octanolgesättigte, Ibuprofen-

haltige Pufferphase und 50 ml puffergesättigtes Octanol werden im Schütteltrichter 

ausgeschüttelt. Sobald sich die Phasentrennung wieder einstellt, wird die Absorption 

AEnde nach der Verteilung bestimmt. Der Verteilungskoeffizient berechnet sich aus 

den gefundenen Absorptionen nach Gleichung 4: 

Ende

Ende0
k A

AAV −
=        Gleichung 4 

 
Die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten wird für jeden pH-Wert dreimal durch-

geführt. Mittelwert und Standardabweichung werden berechnet. 

4.5.2 Bestimmung des Verteilungsverhaltens mit Hilfe des Koch-Kolbens 

Der Koch-Kolben (Abbildung 4-10) ist ein von der Rosano-Schulman-Apparatur  

abgeleitetes Resorptionsmodell. Mit Hilfe von drei Phasen wird der Übertritt eines 

Arzneistoffes von einer wässrigen Phase in eine andere wässrige Phase durch eine 

"Membran" hindurch simuliert. Die Besonderheit dieses Kolbens ist in der durch-

brochenen, gewölbten Scheidewand zu sehen, die die Ausbildung des Dreiphasen-

systems (Abbildung 4-10: (A) Donorphase mit Arzneistoff = künstlicher Darmsaft; (B) 

organische Phase = Membranphase; (C) Akzeptorphase = künstliches Blut) ermög-

licht. 

Ausgehend von Hank’s Puffer pH 7,4 bzw. 6,0 im Donorsystem und Hank’s Puffer 

pH 7,4 auf der Akzeptorseite wird das Resorptionsverhalten von Ibuprofen bestimmt. 
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Zur Beschickung des Kolbens werden 40,0 ml einer Ibuprofen-Lösung in Hank’s  

Puffer pH 7,4 bzw. 6,0 vorsichtig als Phase A in den Kolben pipettiert. Anschließend 

werden ebenfalls 40,0 ml Puffer pH 7,4 als Phase C auf die andere Seite der Schei-

dewand eingefüllt. Dann erfolgt die Überschichtung mit 80,0 ml n-Octanol. Der 

Kolben wird in einem auf 37 °C temperierten Wasserbad durch einen Motor in  

Drehung versetzt (40 U/min). Der ursprünglich nur in Phase A gelöste Arzneistoff 

wird nun, entsprechend seinem Verteilungskoeffizienten, in die Octanolphase B  

übergehen. Von der Octanolphase aus findet gleichzeitig ein Übertritt nach C statt. 

Aus den beiden wässrigen Phasen werden nach 5, 10, 15, 20, 30, 45 und 75 Minuten 

Proben gezogen. Die erhaltenen Probenlösungen werden photometrisch vermessen 

und der Konzentrationsverlauf des Arzneistoffes in Prozent in allen Phasen  

graphisch über der Zeit dargestellt. 

B 

A C 

Donorphase 
„Darmlumen“ 
bzw. „apikal“ 

Akzeptorphase 
„Blutseite“ bzw. 

“basolateral“ 

Octanol 
„Membran“ 

 
Abbildung 4-10 Der Koch-Kolben 
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4.6 ANALYTISCHE UND STATISTISCHE METHODEN 

4.6.1 Analytische Methoden  

Für alle Kalibrierlösungen und Verdünnungen wird Hank’s Puffer pH 7,4 als Lö-

sungsmittel verwendet. 

4.6.1.1 Validierung der analytischen Methoden 

Die Validierung der einzelnen analytischen Methoden wird anhand der Vorgaben der 

ICH Guidances for Industry ICH-Q2A, Text on Validation of Analytical Procedures 

(März 1995), und ICH-Q2B, Validation of Analytical Procedures: Methodology  

(November 1996), durchgeführt. Aus diesen Guidances gehen die im Folgenden be-

schriebenen Qualitätsmerkmale hervor. 

Spezifität 
Die Spezifität der spektrophotometrischen Methoden wird durch die Auswahl einer 

geeigneten Messwellenlänge gewährleistet. Dazu wird das Absorptionsspektrum des 

Arzneistoffs zwischen 200 und 350 nm am Plattenreader aufgenommen. Im Bereich 

der Fluorimetrie ist ein spezifischer Filter hinsichtlich Anregungs- und Emissionswel-

lenlänge auszuwählen.  

Linearität 
Allen verwendeten quantitativen anlaytischen Methoden liegen lineare Kalibrierungen 

zugrunde. Die Kalibriergeraden für HPLC-Methoden werden aus mindestens sechs 

äquidistanten Konzentrationen des Analyten, die jeweils sechsmal vermessen wer-

den, erstellt. Für die quantitativen Bestimmungen mit Hilfe des Plattenreaders 

wurden bei jedem Versuch mindestens sechs äquidistante Konzentrationen jeweils 

dreimal auf die verwendete 96-Well-Platte aufpipettiert und daraus die Kalibrierung 

berechnet. Zur Überprüfung der Güte der linearen Anpassung werden das  

Bestimmtheitsmaß r² aus den Werten der linearen Regression und die Residuen der 

Kalibrierfunktion in y-Richtung herangezogen. 
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Richtigkeit 
Nach ICH drückt die Richtigkeit einer analytischen Methode die Übereinstimmung 

eines gefundenen Werts mit einem als wahr akzeptierten Wert aus. Sie wird  

nachgewiesen, indem für 3 verschiedene Konzentrationen aus dem niedrigen, mittle-

ren und hohen Kalibrierungsbereich je 3 Lösungen separat hergestellt und 

vermessen werden. Aus den erhaltenen Messwerten werden dann anhand der zuvor 

ermittelten Kalibrierung die Konzentrationen errechnet und diese als Prozent der  

jeweils erwarteten Konzentration angegeben. Eine mittlere Wiederfindung von  

98 - 102 % soll erreicht werden. 

Systempräzision 
Die Systempräzision ist ein Maß für die Streuung von Analysenergebnissen. Sie 

kann gezeigt werden, indem eine Lösung 6-mal vermessen wird. Es werden die 

Standardabweichung und die relative Standardabweichung berechnet. Die Streuung 

der erhaltenen Ergebnisse soll nicht über 1 % liegen. 

Nachweis- und Bestimmungsgrenze 
Nach ICH ist die Nachweisgrenze einer analytischen Methode die niedrigste Kon-

zentration des Analyten in einer Probe, die zwar noch detektiert aber nicht 

notwendigerweise als ein exakter Wert quantifiziert werden kann. Die Bestimmungs-

grenze ist jene Konzentration, bei der der Analyt in einer Probe mit einer vorher 

festgelegten Ergebnisunsicherheit quantifiziert werden kann. Beide Grenzen werden 

aus der Steigung der Kalibriergeraden und der Reststandardabweichung sy berech-

net. 

4.6.1.2 HPLC-Methoden zur Bestimmung von Ibuprofen 

Für die quantitative Bestimmung von Ibuprofen wird eine HPLC-UV-Methode, jedoch 

zwei Kalibrierungen in unterschiedlichen Konzentrationsbereichen verwendet, da bei 

den Permeationstudien mit der niedrigsten Ausgangskonzentration von 10 mg/100 ml 

Ibuprofen eine Bestimmung in einem niedrigeren Konzentrationsbereich als bei der 

bereits bestehende Kalibrierung erforderlich wurde. Bei hohen Ibuprofen Konzentra-

tionen werden alle Proben soweit verdünnt, dass diese innerhalb des vorgegebenen 

Kalibrierbereichs liegen. 
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Tabelle 4-16 HPLC Methodenbeschreibung für Ibuprofen 

Fließmittel Acetonitril / 20 mM KH2PO4 pH 7,0 (25:75) 
Flussrate 1,5 ml/min 
Injektionsvolumen 20 µl 
HPLC-Säule CC125 Nucleosil 100-5 C18 
Vorsäule CC 8/4 Nucleosil 100-5 C18 
Retentionszeit ca. 4 min  
Absorbance 0,08 
Detektion 221 nm 

 

Tabelle 4-17 HPLC Kalibrierparameter für Ibuprofen Messbereich A 

Messbereich 1,00 - 60,20 mg/100 ml 

Anzahl Kalibrierproben 48 
Anzahl Freiheitsgrade 46 
Kalibrierfunktion y = 32049 x + 13499 
Bestimmtheitsmaß r² = 0,9996 
Nachweisgrenze 1,358 mg/100 ml 
Bestimmungsgrenze 4,115 mg/100 ml 
Richtigkeit 99,88 % mittlere Wiederfindungsrate                

- 1,22 % maximale Abweichung  
Systempräzision   0,34 % relative SD 
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VB alpha = 5 % VB 10fach aufgeweitet Linear (Messwerte)  
Abbildung 4-11 Kalibriergerade für Ibuprofen Messbereich A  

 (1,00 - 60,20 mg/100 ml) 

 
Die Rohdaten zur Ermittlung von Richtigkeit und Systempräzision können Tabelle 7-1 

und Tabelle 7-2 (Anhang) entnommen werden, ebenso der Residuenplot (Abbildung 

7-1) und das Spektrum von Ibuprofen (Abbildung 7-5). 

 
Tabelle 4-18 HPLC Kalibrierparameter für Ibuprofen Messbereich B 

Messbereich 1,02 - 12,14 mg/100 ml 

Anzahl Kalibrierproben 42 
Anzahl Freiheitsgrade 40 
Kalibrierfunktion y = 32357 x + 3318,3 
Bestimmtheitsmaß r² = 0,9982 
Nachweisgrenze 0,550 mg/100 ml 
Bestimmungsgrenze 1,667 mg/100 ml 
Richtigkeit 99,81 % mittlere Wiederfindungsrate  

  1,99 % maximale Abweichung  
Systempräzision   1,51 % relative SD 
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Abbildung 4-12 Kalibriergerade für Ibuprofen Messbereich B  

 (1,02 - 12,14 mg/100 ml) 

 
Die Rohdaten zur Ermittlung von Richtigkeit und Systempräzision können Tabelle 7-3 

und Tabelle 7-4 (Anhang) entnommen werden, ebenso der Residuenplot (Abbildung 

7-2) und das Spektrum von Ibuprofen (Abbildung 7-5). 

4.6.1.3 HPLC-Methode zur Bestimmung von Benzoesäure 

Tabelle 4-19 Methodenbeschreibung und Kalibrierparameter für Benzoesäure 

Methode  
Fließmittel Methanol / 25 mM KH2PO4 pH 3,0 (45:55) 
Flussrate 0,8 ml/min 
Injektionsvolumen 20 µl 
HPLC-Säule CC 250 Nucleosil 100-5 C18 
Vorsäule CC 8/4 Nucleosil 100-5 C18 
Retentionszeit ca. 11 min  
Absorbance 0,08 
Detektion 230 nm 
  

Kalibrierparameter  
Messbereich 0,30 - 15,01 mg/100 ml 
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Anzahl Kalibrierproben 48 
Anzahl Freiheitsgrade 46 
Kalibrierfunktion y = 126009 x + 2017,9 
Bestimmtheitsmaß r² = 0,9993 
Nachweisgrenze 0,461 mg/100 ml 
Bestimmungsgrenze 1,398 mg/100 ml 
Richtigkeit 100,96 % mittlere Wiederfindungsrate 

    2,67 % maximale Abweichung  
Systempräzision     0,98 % relative SD 
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Abbildung 4-13 Kalibriergerade für Benzoesäure 

 

Die Rohdaten zur Ermittlung von Richtigkeit und Systempräzision können Tabelle 7-5 

und Tabelle 7-6 (Anhang) entnommen werden, ebenso der Residuenplot (Abbildung 

7-3) und das Spektrum von Benzoesäure (Abbildung 7-6).  
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4.6.1.4 UV-spektrophotometrische Methode zur Bestimmung von 

Propranolol 

Zur quantitativen Bestimmung von Propranolol wird der Plattenreader (BioTek  

SynergyHT) verwendet. Bei jedem Versuch werden acht äquidistante Konzentratio-

nen von Propranolol in Hank’s Puffer jeweils dreimal auf die beim jeweiligen Versuch 

verwendete 96-Well-Platte aufpipettiert und daraus die Kalibrierung berechnet. Zur 

Absicherung der Methode wurde einmalig eine komplette Methodenvalidierung 

durchgeführt (Tabelle 4-20). 

Für Propranolol werden 236 nm als Messwellenlänge gewählt. Bei Experimenten in 

Anwesenheit von Verapamil oder Benzoesäure muss die Wellenlänge auf 292 nm 

angepasst werden, um nicht im Bereich überlappender Spektren zu messen (Spekt-

ren siehe Anhang Abbildung 7-7, Abbildung 7-8 und Abbildung 7-6). 

Tabelle 4-20 Methodenbeschreibung und Kalibrierparameter für Propranolol 

Methode  
Reading Type End Point 
Detection Method Absorbance, UV 236 nm 
Read Mode Normal 
Plate Greiner 96 flat bottom 
Shaking Intensitiy: low 

Duration: 10 s 
  

Kalibrierparameter  
Messbereich 0,562 - 29,58 µg/ml 
Anzahl Kalibrierproben 48 
Anzahl Freiheitsgrade 46 
Kalibrierfunktion y = 0,0305 x + 0,0105  
Bestimmtheitsmaß r² = 0,9996 
Nachweisgrenze 0,673 µg/ml 
Bestimmungsgrenze 2,040 µg/ml 
Richtigkeit 99,79 % mittlere Wiederfindungsrate 

 - 2,51% maximale Abweichung  
Systempräzision   0,76 % relative SD 
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Abbildung 4-14 Kalibriergerade für Propranolol 

 

Die Rohdaten zur Ermittlung von Richtigkeit und Systempräzision können Tabelle 7-7 

und Tabelle 7-8 (Anhang) entnommen werden, ebenso der Residuenplot (Abbildung 

7-4) und die Spektren von Propranolol, Verapamil und Benzoesäure (Abbildung 7-7, 

Abbildung 7-8 und Abbildung 7-6). 

4.6.1.5 Fluoreszenzspektroskopische Methode zur Bestimmung von 

Fluorescein-Natrium 

Zur quantitativen Bestimmung von Fluorescein-Natrium wird der Plattenreader (Bio-

Tek SynergyHT) verwendet. Bei jedem Versuch werden sieben äquidistante 

Konzentrationen im Bereich von 0,01 - 4,00 µg/ml Fluorescein-Natrium in Hank’s  

Puffer pH 7,4 jeweils dreimal auf die zur Probenanalyse des jeweiligen Versuchs 

verwendete 96 Well-Platte aufpipettiert und daraus die Kalibrierung berechnet. Auf 

eine komplette Methodenvalidierung wird verzichtet, da diese Methode im Arbeits-

kreis bereits etabliert ist. Aus diesem Grund findet sich an dieser Stelle nur die 

Beschreibung der Methode. 
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Tabelle 4-21 Methodenbeschreibung für Fluorescein-Natrium 

Methode  
Reading Type End Point 
Detection Method Fluorescence 
Filters Excitation 485 nm 

Emission  528 nm 
Optics Position: Top 

Plate Greiner 96 flat bottom 
Shaking Intensitiy: low 

Duration: 10 s 

 

4.6.2 Statistische Methoden 

Alle Transportexperimente werden mindestens an zwei Transwells parallel durchge-

führt und jeweils an zwei Passagen wiederholt. Alle immunchemischen Färbungen 

werden jeweils mindestens dreimal durchgeführt. Sämtliche Daten sind als Mittelwert 

± SD angegeben. Vergleiche mehrerer Stichproben werden mittels ANOVA durchge-

führt, gefolgt von einem Newman-Keuls Test; p < 0,05 wird als signifikant betrachtet. 

In Diagrammen werden signifikante Unterschiede mit unterschiedlichen Buchstaben 

gekennzeichnet. 

 

 

 



5 ZUSAMMENFASSUNG 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Aufklärung der Mechanismen der intestinalen 

Absorption des Modellarzneistoffs Ibuprofen unter besonderer Berücksichtigung  

einer möglichen Beteiligung des Monocarboxylat-Transporters 1 (MCT1). Als in vitro 

Modell für das gastrointestinale Epithel steht der Subklon TC7 der Caco-2 Zelllinie 

zur Verfügung. Die zelluläre Lokalisierung des MCT1-Proteins in den Caco-2/TC7 

Zellen soll als Interpretationsgrundlage für die pharmakokinetischen Ergebnisse die-

nen. Darauf aufbauend sollen die Mechanismen des Ibuprofen-Transports anhand 

von Erkenntnissen aus Permeationsstudien, die an Zellmonolayern im Transwell-

System durchgeführt werden, beurteilt werden. 

Einführung in die Problemstellung 
Ausgangspunkt ist die Notwendigkeit, detaillierte Kenntnisse über die intestinale Ab-

sorption von Arzneistoffen zu erlangen. Diese sind zunehmend erforderlich, um den 

wachsenden biopharmazeutischen Herausforderungen durch neue Wirkstoffe ent-

sprechend gegenübertreten zu können. Ein Aufschluss über die am Transport des 

Modellarzneistoffs Ibuprofen beteiligten Mechanismen soll anhand von Permea-

tionsstudien an Caco-2/TC7 Zellen gewonnen werden. Aufgrund widersprüchlicher 

Angaben in der Literatur hierzu steht die Frage im Mittelpunkt, ob eine rein passive 

Permeation von Ibuprofen vorliegt oder ob ein aktiver Transportmechanismus, mögli-

cherweise der Cotransport mit Protonen über den MCT1, involviert ist. Die zelluläre 

Distribution des MCT1 in den Caco-2/TC7 Zellen ist für die Interpretation der phar-

makokinetischen Ergebnisse von Bedeutung und soll daher bestimmt werden. Zwar 

gibt es Berichte über die Verteilung des MCT1 aus Studien an humanen Darm-

abschnitten und auch aus Caco-2/BBe Zellen. Im Caco-2 Subklon TC7 wurde die 

Lokalisation des MCT1 bisher jedoch noch nicht gezeigt. Daher soll eine immun-

chemische Methode zur Visualisierung des MCT1 etabliert werden. Hierbei werden 

zwei Primärantikörper eingesetzt, von denen einer in der Immunfluoreszenz bisher 

noch nicht verwendet wurde, und deren Eignung beurteilt.  

Lokalisierung des MCT1 
Der erste Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit dem immunchemischen 

Nachweis und der zellulären Lokalisierung des MCT1-Proteins in Caco-2/TC7 Zellen. 
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Die angewendete Methode der Immunfluoreszenz ist die so genannte 2-Schritt indi-

rekte Färbung. Diese besteht im ersten Schritt aus der Erkennung des humanen 

MCT1 als Antigen durch einen spezifischen Primärantikörper. Im zweiten Schritt bin-

det ein fluoreszenzmarkierter Sekundärantikörper an den Primärantikörper, so dass 

im Anschluss eine Detektion und Bewertung immunpositiver Bereiche mit Hilfe der 

Fluoreszenzmikroskopie möglich ist.  

Es werden zwei verschiedene Primärantikörper ausgewählt, zum einen der Anti-

körper goat anti-human MCT1 von Santa Cruz Biotechnology und zum anderen der 

Antikörper rabbit anti-human MCT1 von QED Bioscience. Deren Eignung wird ver-

glichen, da der erstgenannte Primärantikörper mit Methanol fixiert werden soll, was 

durch die Dehydratisierungsgefahr jedoch kritisch zu bewerten ist. Letzterer  

hingegen wurde nach dem aktuellen Kenntnisstand bisher nur in Immunoblots, nicht 

aber in immuncytochemischen Studien eingesetzt, so dass dieser Primärantikörper 

seine Eignung in dieser Anwendung erst noch unter Beweis stellen muss. Beide  

Primär-antikörper sind gegen unterschiedliche, aber in beiden Fällen cytosolisch  

lokalisierte Sequenzen des MCT1 gerichtet und werden jeweils mit einem  

korrespondierenden Alexa 555-konjugierten Sekundärantikörper markiert. Eine  

Hintergrundfärbung, bestehend aus der Färbung der Zellkerne und der Visualisierung 

des hauptsächlich in der Bürstensaummembran lokalisierten F-Actin, ermöglicht die 

räumlichen Orientierung innerhalb der Zellen und über den Zellmonolayer hinweg. 

Sie bildet damit die Basis für die Beurteilung der Verteilung des MCT1 in den  

Caco-2/TC7 Zellen. 

In ersten Versuchen wird anhand der Färbung der Zellkerne und des MCT1 mit bei-

den Sets aus Primär- und Sekundärantikörpern eine Bewertung zweier 

Fixierungsmethoden durchgeführt. Die Fixierung mit Methanol, das für die Verwen-

dung des Antikörpers von Santa Cruz Biotechnology empfohlen wird, und die 

Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd, einem sehr gängigen Fixierungsagens, werden 

miteinander verglichen. Es ergeben sich zwei wesentliche Ergebnisse. Erstens  

zeigen die Färbeergebnisse bei beiden Fixierungsmethoden nur geringfügig unter-

schiedliche Ausprägungen, die wahrscheinlich auf die verschiedenen zugrunde 

liegenden Fixierungsmechanismen zurückzuführen sind. Zweitens sind die für den 

MCT1 immunpositiven Bereiche bei beiden verwendeten Primärantikörpern auf eine 

Seite der Zellen begrenzt und ergeben vergleichbare Resultate. 
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Die Untersuchung der exakten Lokalisation des MCT1 in den Caco-2/TC7 Zellen er-

folgt anhand der Dreifachfärbung von Zellkernen, F-Actin und der Visualisierung des 

MCT1-Proteins. Da die Möglichkeit besteht, dass Methanol F-Actin depolymerisiert, 

wird für diese Dreifachfärbungen ausschließlich 4 % PFA als Fixierungsagens ver-

wendet. Für beide verwendeten Antikörpersets resultiert eine Färbung nahe der für 

F-Actin immunopositiven Bereiche und somit auf der apikalen Zellseite in der Bürs-

tensaumregion, außerdem in der lateralen Plasmamembran dieses Teils der Zelle. In 

anderen Bereichen der Zellen sind keine immunopositiven Ergebnisse zu beobach-

ten. Es gelingt also, die Lokalisation bzw. Distribution des MCT1 in den Caco-2/TC7 

Zellen eindeutig aufzuzeigen. Hierdurch stellen beide verwendeten Primärantikörper, 

insbesondere der Antikörper rabbit anti-human von QED Bioscience, der zuvor noch 

nicht in derartigen Untersuchungen eingesetzt wurde, ihre Nützlichkeit in der immun-

chemischen Visualisierung des MCT1 unter Beweis.  

Permeationscharakteristik von Ibuprofen an Caco-2/TC7 Zellen 
Im zweiten Teil dieser Arbeit werden Permeationsstudien an Transwells durchge-

führt, um die am Ibuprofen-Transport beteiligten Mechanismen aufzuklären. 

Insbesondere die Rolle des MCT1 soll in diesem Zusammenhang beurteilt werden. 

Propranolol dient in seiner Eigenschaft als Modellarzneistoff für rein passiv transzel-

luläre Permeation als Vergleichssubstanz. 

Konzentrationsabhängige Permeationsexperimente im Bereich von 100 - 1600 µg/ml 

bzw. 0,5 - 8,0 mM Ibuprofen zeigen sinkende Permeationskoeffizienten bei Konzen-

trationen ab einem Schwellenwert von 2 mM. Dieses Verhalten, das in Richtung der 

Sekretion (BL-AP) stärker ausgeprägt ist als in Richtung der Absorption (AP-BL), ist 

ein deutlicher Hinweis auf eine Sättigung des Ibuprofen-Transports und damit auf 

einen zugrunde liegenden Carrier-vermittelten Transport.  

Bei 4 °C ist im Falle einer Beteiligung aktiver Mechanismen am Arzneistofftransport 

trotz einer temperaturbedingt verminderten passiven Diffusion und einer Rigidisie-

rung der Zellmembran mit einer entsprechenden Verminderung der Permeations-

koeffizienten zu rechnen. Da die Ergebnisse von Ibuprofen und Propranolol einen 

Rückgang der Papp-Werte um einen ähnlichen Anteil zeigen, ist ein Rückschluss auf 

das Mitwirken eines aktiven Mechanismus offensichtlich nicht möglich. Da die 

verbleibende Restpermeation in jedem Falle durch passive Diffusion zu erklären ist, 

kann diese Komponente der Ibuprofen-Permeation jedoch bestätigt werden. Das 
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erhaltene konzentrationsabhängige Profil der Permeationskoeffizienten von Ibupro-

fen bei 4 °C zeigt innerhalb des schon bei 37 °C betrachteten Konzentrations-

bereichs einen ähnlichen Verlauf, jedoch um etwa die Hälfte reduzierte Papp-Werte. 

Der Effekt der Sättigung des Transports im höheren Konzentrationsbereich ist also 

auch bei 4 °C zu sehen. 

Bei Versuchsbedingungen von 4 °C ist in Anwesenheit des metabolischen Inhibitors 

Natriumazid eine eindeutige Reduktion der Permeationskoeffizienten von Ibuprofen 

zu erkennen. Dies weist auf die Beteiligung pimär oder sekundär aktiver Mechanis-

men sowohl an der Absorption als auch an der Sekretion von Ibuprofen hin. Ein 

Einfluss des P-gp Substrats Verapamil auf den Transport von Ibuprofen ist bei bei-

den untersuchten Transportrichtungen nicht zu beobachten. Aufgrund dieser 

Ergebnisse ist die Beteiligung eines P-gp-vermittelten Effluxes unwahrscheinlich, so 

dass ein anderer Transportmechanismus, möglicherweise der MCT1, für den aus-

wärts gerichteten Transport von Ibuprofen verantwortlich sein muss.  

Der Einfluss eines pH-Gradienten (AP pH 6,0 / BL pH 7,4) und des entsprechenden 

inversen pH-Gradienten auf die Permeation von Ibuprofen wird untersucht, da die 

pH-Abhängigkeit des MCT1-vermittelten Transports bekannt ist. In beide Transport-

richtungen ergibt sich für Ibuprofen bei pH 6,0 im Donor- und pH 7,4 im Akzeptor-

kompartiment ein bis zu 2,5-facher Anstieg der Papp-Werte. In entgegengesetzter 

Richtung, d. h. von Seiten des höheren pH-Werts, ist die Permeation auf ein Mini-

mum reduziert. Aufgrund der Tatsache, dass bei Propranolol ein annähernd 

identischer Effekt bei allerdings umgekehrten pH-Verhältnissen auftritt, wird deutlich, 

dass die pH-Abhängigkeit bei beiden Arzneistoffen in erster Linie auf die pH-

Verteilungstheorie und in Verbindung damit auf die pka-Werte beider Substanzen 

zurückzuführen ist. Dieser Zusammenhang wird durch die experimentelle Ermittlung 

der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten beider Arzneistoffe und das Vertei-

lungsverhalten von Ibuprofen im Kochkolben bei entsprechenden pH-Verhältnissen 

bestätigt. Im Umkehrschluss bedeutet dieses Ergebnis jedoch nicht, dass nicht trotz-

dem ein pH- bzw. Protonen-abhängiger Mechanismus am Transport von Ibuprofen 

beteiligt sein kann. Dieser ist jedoch aufgrund der schwach sauren Eigenschaften 

von Ibuprofen und dessen entsprechender pH-abhängiger Verteilung in diesem Ex-

periment nicht zu erkennen. 
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Die Beurteilungsgrundlage für einen möglichen Transport von Ibuprofen über MCT1 

soll der Einsatz von Benzoesäure, einem bekannten Substrat dieses Carriers, schaf-

fen. Hierzu wird die Permeation von Ibuprofen (4 mM) in Gegenwart von sechs 

verschiedenen Benzoesäure-Konzentrationen von 0,1 - 100 mM untersucht. In beide 

Permeationsrichtungen wird die konzentrationsabhängige Hemmung des Transports 

von Ibuprofen durch Benzoesäure gezeigt, wobei dieser Effekt ab etwa äquimolarer 

Konzentration eintritt. Die EC50-Werte werden mit Hilfe einer mathematischen An-

passung nach der Methode des „One site competition“-Fittings zu 12,3 mM (AP-BL) 

bzw. 14,0 mM (BL-AP) Benzoesäure berechnet. In einem nachfolgenden Experiment 

gelingt es weiterhin zu zeigen, dass der durch den pH-Gradienten (pH 6,0 / 7,4) um 

ein vielfaches gesteigerte Permeationskoeffizient von Ibuprofen (4 mM) in Anwesen-

heit von Benzoesäure (ebenfalls 4 mM) signifikant reduziert wird. Auf Basis dieser 

Ergebnisse wird von einer Beteiligung des MCT1 am Transport von Ibuprofen aus-

gegangen. Einen Beweis für diesen Sachverhalt soll die Untersuchung des 

Einflusses des kompetitiven MCT1-Inhibitors α-Cyano-4-hydroxycinnamat (CHC) auf 

den Transport von Ibuprofen liefern. Jedoch zeigt die Anwesenheit von CHC (5 mM) 

in diesen Permeationsstudien keinen Effekt auf die Papp-Werte von Ibuprofen, weder 

in Absorptions- noch in Sekretionsrichtung. Um diese Ergebnisse besser beurteilen 

zu können, wird die Funktionstüchtigkeit des eingesetzten CHC in einem entspre-

chenden Experiment mit Benzoesäure überprüft. Die Permeationskoeffizienten von 

Benzoesäure (4 mM und 2 mM) werden bestimmt und mit denen unter Einfluss von 

CHC (5 mM) verglichen. Überraschenderweise ist jedoch auch bei Benzoesäure un-

abhängig von der Permeationsrichtung und der eingesetzten Konzentration kein 

Einfluss durch CHC auszumachen. Da speziell im Fall von Benzoesäure der H+-

abhängige, Carrier-vermittelte Transport über MCT1 mehrfach demonstriert wurde, 

kann kaum eine Erklärung für die gefundenen Resultate unter CHC-Einfluss gefun-

den werden. Nahe liegend wäre die biologische Inaktivität der eingesetzten Charge 

CHC. Eine andere Erklärung für das Versagen des CHC-Hemmeffekts ist möglicher-

weise die Überlagerung des Carrier-vermittelten Anteils durch die passive 

Permeation. Wie die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Untersuchungen zeigen, wird 

der MCT1 ausschließlich auf der apikalen Zellseite exprimiert, wobei dieser, je nach 

Umgebungsbedingungen, in beide Transportrichtungen funktioniert. Die Passage des 

Arzneistoffs durch die basolaterale Membran kann daher nur passiv transzellulär  

oder durch die dortige Beteiligung eines weiteren Transporters geschehen. Es ist 
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daher denkbar, dass die passive Permeation, die dann auch auf der apikalen Seite 

möglich sein muss, den aktiven Anteil überwiegt und dessen Hemmung daher nicht 

erkannt werden kann.  

Schlussfolgerungen 
Die Lokalisation des MCT1-Proteins im Bereich des Bürstensaums und in der latera-

len Plasmamembran der apikalen Zellseite wird durch eine erfolgreich etablierte 

immunchemische Methode mit anschließender fluoreszenzmikroskopischer Visuali-

sierung gezeigt. Dabei stellen zwei Primärantikörper, von denen einer bis dahin noch 

nicht in der Immunfluoreszenz verwendetet wurde, ihre Nützlichkeit in dieser Anwen-

dung unter Beweis. Die gewonnenen Erkenntnisse dienen der Interpretation der 

pharmakokinetischen Daten von Ibuprofen. Es wird gezeigt, dass die Permeation-

scharakteristik von Ibuprofen durch eine passive Komponente, die einen großen 

Anteil an der Gesamtpermeation ausmacht, gekennzeichnet ist. Von der Beteiligung 

aktiver Mechanismen am Transport in beide Richtungen ist zusätzlich auszugehen, 

wobei der Efflux nicht durch P-gp gesteuert wird. Die kompetitive Hemmung des  

Ibuprofen-Transports durch das MCT1-Substrat Benzoesäure liefert einen starken 

Hinweis auf die Beteiligung des MCT1. Aufgrund der Protonen-abhängigen Steiger-

barkeit der Ibuprofen-Permeation und der Möglichkeit, diese wiederum durch 

Benzoesäure zu hemmen, wird von einer Beteiligung des MCT1 am Transport von 

Ibuprofen ausgegangen. Die Caco-2/TC7 Zellen haben sich in der vorliegenden  

Arbeit zum wiederholten Male als wertvolles in vitro Modell in der Aufklärung des  

intestinalen Arzneistofftransports und bei der funktionellen Beschreibung der hierbei 

beteiligten Mechanismen erwiesen. 
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7 ANHANG 

7.1 IMMUNCHEMISCHES FÄRBEPROTOKOLL 

Fixierung 

• Zellen kurz mit PBS (37 °C) waschen 

• Inkubation für 10 min in vorgekühltem Methanol (-20 °C) bei 4 °C 

 oder 

• Inkubation für 10 min in 4 % PFA bei RT 

• 2 x 5 min in PBS waschen (RT) 

 
Immunfluoreszenz 

• Präinkubation mit 500 µl 10 % Eselnormalserum in Antikörper-Verdünnungs-

lösung für 30 min 

• Nicht spülen; Deckglas aus dem Well nehmen und abtupfen 

 
Die Inkubation mit Primärantikörper wird in der Feuchtekammer (Abbildung 4-9) 

durchgeführt: 

• Inkubation mit 150 µl Primärantikörper (1:50 in Antikörper-Verdünnungslösung) 

auf dem Orbitalschüttler (4 Stunden bei RT) 

 
• 3 x 5 min in PBS waschen 

• mit 450 µl Sekundärantikörper (1:1000 in Antikörper-Verdünnungslösung) in der 

6 Well-Platte für 1 Stunde inkubieren (dunkel) 

 donkey anti goat IgG-Alexa 555 für MCT1 Primär-Antikörper von Santa Cruz 

 donkey anti rabbit IgG-Alexa 555 für MCT1 Primär-Antikörper von Acris/QED 

• 3 x 5 min in PBS waschen 

 
• Zur Kernfärbung mit 500 µl DAPI (1 µg/ml) für 1 min inkubieren  (dunkel) 

• 2 x 5 min in PBS waschen 

 
• Zur F-Actin-Färbung mit 205 µl Phallotoxin für 1 min inkubieren (dunkel) 

• 2 x 5 min in PBS waschen 

• 5 min mit 4 % PFA nachfixieren 

• 3 x 5 min waschen 
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• in Glycergel-DABCO eindecken 

• bei 4 °C dunkel lagern 

 
Sämtliche im Färbeprotokoll aufgeführten Lösungen finden sich in Tabelle 4-4. 

 
 

7.2 HPLC-UV ANALYTIK VON IBUPROFEN, METHODEN A UND B 
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Abbildung 7-1 Residuenplot für Ibuprofen Messbereich A (1,00 - 60,20 mg/100 ml) 

 
Tabelle 7-1 Richtigkeit für Ibuprofen Messbereich A (1,00 - 60,20 mg/100 ml) 

Soll [mg/100 ml] 55,05 30,02 10,11 

Ist [mg/100 ml] 55,27 29,85 9,99 
 55,15 29,88 10,17 
 55,13 29,95 10,12 

Mittelwert [mg/100 ml] 55,19 29,89 10,09 
SD [mg/100 ml] 0,08 0,05 0,10 
relative SD [%] 0,14 0,16 0,95 

Wiederfindung [%] 100,25 99,58 99,83 

mittlere Wiederfindung [%]  99,88  
mittlere relative SD [%]  0,42  
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Tabelle 7-2 Systempräzision für Ibuprofen Messbereich A    

 (1,00 - 60,20 mg/100 ml) 

Soll-Konzentration [mg/100 ml] Ist-Konzentration [mg/100 ml] 

30,02 29,85 
 29,88 
 29,95 
 29,75 
 30,05 
 29,94 

Mittelwert 29,90 
SD 0,10 
relative SD     0,34 % 
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Abbildung 7-2 Residuenplot Ibuprofen Messbereich B (1,02 - 12,14 mg/100 ml) 
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Tabelle 7-3 Richtigkeit für Ibuprofen Messbereich B (1,02 - 12,14 mg/100 ml) 

Soll [mg/100 ml] 10,30 6,02 2,06 

Ist [mg/100 ml] 10,27 5,79 2,10 
 10,22 5,94 2,07 
 10,37 5,99 2,10 

Mittelwert [mg/100 ml] 10,29 5,91 2,09 
SD [mg/100 ml] 0,08 0,10 0,02 
relative SD [%] 0,78 1,75 0,74 

Wiederfindung [%] 99,86 98,08 101,49 

mittlere Wiederfindung [%]  99,81  
mittlere relative SD [%]  1,09  

 

Tabelle 7-4 Systempräzision für Ibuprofen Messbereich B    

 (1,02 - 12,14 mg/100 ml) 

Soll-Konzentration [mg/100 ml] Ist-Konzentration [mg/100 ml] 

6,02 5,79 
 5,94 
 5,99 
 5,97 
 6,05 
 6,01 

Mittelwert 5,96 
SD 0,09 
relative SD 1,51 % 
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7.3 HPLC-UV ANALYTIK VON BENZOESÄURE 
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Abbildung 7-3 Residuenplot für Benzoesäure 

 

Tabelle 7-5 Richtigkeit für Benzoesäure 

Soll [mg/100 ml] 12,23 6,120 2,450 

Ist [mg/100 ml] 12,21 6,24 2,44 
 12,23 6,23 2,52 
 12,07 6,27 2,49 

Mittelwert [mg/100 ml] 12,17 6,25 2,48 
SD [mg/100 ml] 0,09 0,02 0,04 
relative SD [%] 0,70 0,30 1,45 

Wiederfindung [%] 99,53 102,06 103,00 

mittlere Wiederfindung [%]  100,96  
mittlere relative SD [%]  0,82  
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Tabelle 7-6 Systempräzision für Benzoesäure 

Soll-Konzentration [mg/100 ml] Ist-Konzentration [mg/100 ml] 

6,12 6,20 
 6,22 
 6,19 
 6,15 
 6,05 
 6,18 

Mittelwert 6,16 
SD 0,06 
relative SD     0,98 % 

 

 

7.4 UV-ANALYTIK VON PROPRANOLOL 
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Abbildung 7-4 Residuenplot für Propranolol 
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Tabelle 7-7 Richtigkeit für Propranolol 

Soll [mg/100 ml] 24,04 12,97 3,99 

Ist [mg/100 ml] 23,57 13,29 4,08 
 23,64 13,10 3,89 
 23,60 13,03 3,98 

Mittelwert [mg/100 ml] 23,60 13,10 3,98 
SD [mg/100 ml] 0,03 0,13 0,10 
relative SD [%] 0,14  1,01 2,39 

Wiederfindung [%] 98,18 101,31 99,88 

mittlere Wiederfindung [%]  99,79  
mittlere relative SD [%]  1,18  

 

Tabelle 7-8 Systempräzision für Propranolol 

Soll-Konzentration [µg/ml] Ist-Konzentration [µg/ml] 

12,99 13,35 
 13,13 
 13,13 
 13,10 
 13,10 
 13,10 

Mittelwert 13,15 
SD 0,10 
relative SD 0,76 % 
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7.5 UV-SPEKTREN UND STRUKTURFORMELN 
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Abbildung 7-5 Spektrum und Struktur von Ibuprofen 
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Abbildung 7-6 Spektrum und Struktur von Benzoesäure 
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Abbildung 7-7 Spektrum und Struktur von Propranolol HCl 
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Abbildung 7-8 Spektrum von Verapamil 
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Abbildung 7-9 Struktur von Verapamil 
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  der Eberhard-Karls-Universität Tübingen 

  Beginn der Dissertation „Arzneistoffabsorption in 

  Caco-2/TC7 Zellen: Ibuprofen und der  

  Monocarboxylat-Transporter 1 (MCT1)“ unter der  

  Anleitung von Herrn Prof. Dr. M. A. Wahl 

seit Februar 2004     Teilnahme an der Weiterbildung zur   

    Fachapothekerin für Arzneimittelinformation 



 

 



 

 


