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1 Zusammenfassung 
 

Der Dünndarm ist gekennzeichnet durch die Ausbildung einer dichten Barriere zur Trennung 

von Darmlumen und Blutkreislauf. Sein Epithel spielt dadurch eine große Rolle in der Ab-

sorption und dem Weitertransport von pharmakologischen Wirkstoffen, bevor diese an ihren 

Wirkort gelangen. Bisherige zelluläre Modelle zur Untersuchung intestinaler Aufnahme- und 

Transportprozesse sind in bestimmten Eigenschaften limitiert. Für die Untersuchung speziel-

ler Aufnahmemechanismen, zur Vorhersage der oralen Bioverfügbarkeit neuartiger Arznei-

stoffe sowie zur Reduzierung von Tierversuchen sind daher verbesserte humane intestinale 

in vitro Modelle mit Ähnlichkeit zur in vivo Situation für die präklinische Wirkstoffforschung 

erforderlich.  

Ausgangspunkt dieser Arbeit ist eine umfangreiche Biobank, die kolorektale Patientenproben 

sowie über 100 daraus abgeleitete primäre, sowie Patienten-abgeleitete Xenograft-Zelllinien 

enthält. Als grundlegende Anforderung an humane intestinale in vitro Modelle wurden im 

ersten Teil der Arbeit von insgesamt 49 untersuchten Zelllinien 45 als konfluent wachsend 

identifiziert. Nach der Exklusion weiterer Zelllinien aufgrund unzureichender morphologischer 

Eigenschaften, fehlender Anwendung für Standard in vitro Assays oder eines geringen 

transepithelialen elektrischen Widerstandes verblieben zehn Zelllinien im finalen Panel. Als 

Grundvoraussetzung für neuartige in vitro Modelle konnte für diese Zelllinien in weiteren 

Analysen ein Anstieg des epithelialen Widerstandes verbunden mit sinkender parazellulärer 

Permeabilität bei zunehmender Kulturzeit nachgewiesen werden. Die umfassende Untersu-

chung des Differenzierungsgrades erbrachte den Nachweis Mikrovilli-reicher Epithelzellen in 

allen Linien. In weiteren zwei Linien konnten Becher-, Paneth- und enteroendokrine Zellen 

fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden.  

Insgesamt gehen aus dieser Arbeit drei Zelllinien hervor, die im Vergleich zum Referenzmo-

dell Caco-2 verbesserte Eigenschaften hinsichtlich des Differenzierungsgrades in intestinale 

Epithelzellen, dünndarmspezifischer Genexpression, jejunal exprimierter Transportproteine 

und geeigneter arzneimittelinduzierten Regulierung aufweisen. Diese Modelle sind somit 

eine wichtige Ergänzung zu bereits etablierten intestinalen in vitro Modellen für die simultane 

Untersuchung intestinaler Zelldifferenzierung, Metabolismus- und Transportprozessen und 

Testung der Bioverfügbarkeit neuartiger Wirkstoffkandidaten und Arzneimittel.  

Zusammenfassend beschreibt diese Arbeit neue zelluläre Modelle mit dünndarmspezifischen 

Eigenschaften als Ergänzung zu bereits bestehenden in vitro Modellen, die in der präklini-

schen Wirkstoffforschung zur Testung neuartiger Medikamente genutzt werden können. 
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2 Einleitung 

2.1 Der Dünndarm 

2.1.1 Anatomie und Physiologie 

Der Dünndarm ist Bestandteil des gastrointestinalen Traktes und spielt eine wesentliche Rol-

le bei der enzymatischen Verdauung von Nahrungsbrei sowie bei der Aufnahme von Was-

ser, Kohlenhydraten, Proteinen, Fetten, Mineralstoffen, wichtigen Vitaminen und Medikamen-

ten (Fuchs et al. 1990; Rödl et al. 1990). Die hohle, tubuläre Struktur des Dünndarms um-

fasst bei Erwachsenen durchschnittlich sieben Meter Länge und stellt damit den längsten 

Abschnitt des gastrointestinalen Traktes dar (Abbildung 1). Der Dünndarm wird in drei Ab-

schnitte unterteilt: Duodenum, Jejunum und Ileum (Koop 2010). Für eine einfache Mahlzeit 

werden bis zu 5 h benötigt, um die Gesamtlänge des Dünndarms zu passieren und verarbei-

tet zu werden (Fish und Burns 2023). Dabei wird überschüssiges Wasser aufgenommen, die 

verbleibenden Speisereste in den Dickdarm befördert und in Stuhl umgewandelt (Volk und 

Lacy 2017). Der Abtransport sowie die Verteilung aufgenommener Substanzen erfolgen wei-

ter über die Pfortader oder Lymphgefäße (Rödl et al. 1990). Der Dünndarm spielt nicht nur 

beim Transport und Verdau von Nahrung eine große Rolle, sondern auch als Sekretions- 

und Immunorgan sowie als Hormonproduzent (Fuchs et al. 1990; Rödl et al. 1990). Die 

Oberfläche des Dünndarms besteht aus Kerckringschen Falten, Schleimhautzotten und 

Mikrovilli (Rödl et al. 1990). Zu den Bestandteilen der Darmwand zählen Serosa, Muskularis, 

Submukosa und Mukosa. Die Mukosa wiederum wird in drei Abschnitte unterteilt: Die 

Muscularis mucosae bildet eine schmale Gewebeschicht aus glatten Muskelzellen. Daran 

schließt sich die Lamina propria als Bindegewebsschicht und das hochspezialisierte intesti-

nale Epithel an. Dieses bildet den Abschluss zum Darmlumen hin und vollzieht durch Ab-

sorption und Sekretion lebenswichtige Funktionen (Koop 2010). Charakteristisch für die 

Mukosa in Duodenum und Ileum sind Zotten als fingerförmige Ausbuchtungen von etwa 0,5 

bis 1 mm Länge. Zusammen mit dazwischen liegenden Vertiefungen (Krypten) wird die 

Oberfläche bei einem Verhältnis Zotten zu Krypten von 1:7 bis 1:10 um das 7- bis 14-fache 

vergrößert (Koop 2010). Somit beträgt die vergrößerte Resorptionsfläche insgesamt ca. 200 

m2 (Brandes et al. 2019). 
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Abbildung 1: Anatomie des humanen Gastrointestinaltraktes. Links: Die verschiedenen Abschnit-
te des Gastrointestinaltraktes. Der obere Gastrointestinaltraktes wird unterteilt in Speiseröhre, Magen 
und Duodenum. Der untere Teil gliedert sich in Jejunum, Ileum, Caecum, Kolon und Rektum. Rechts: 
Querschnitt des Jejunum. Der typische Aufbau aus verschiedenen Gewebeschichten bildet in der 
Summe die Darmwand. Diese besteht aus der Serosa, Muscularis, Submucosa, Mucosa und den Villi. 
Adaptiert nach (Ewe und Karbach 1987; Stojanović et al. 2022), erstellt mit BioRender.com (2023).  

2.1.2 Das Dünndarmepithel 

2.1.2.1 Zelltypen und molekulare Mechanismen 

Das Dünndarmepithel besteht aus verschiedenen Zelltypen: absorptive Enterozyten, sekreto-

rische Becher- und enteroendokrine Paneth-Zellen. Diese unterscheiden sich je nach Lage, 

Anzahl und Verteilung im Dünndarm (Tillmann 2016). Im Epithel der Zotten finden sich über-

wiegend absorptive Enterozyten, an deren Oberfläche sich zur Vergrößerung der Resorpti-

onsfläche (14- bis 40-fach) 3 000 bis 7 000 Mikrovilli befinden (Koop 2010; Zhu et al. 2017). 

Enterozyten spielen eine große Rolle bei der Verdauung und der Aufnahme von Wasser, 

Nährstoffen und Vitaminen sowie unkonjugierten Gallensäuren (Miron und Cristea 2012). 

Dabei ermöglichen Transportproteine für Kohlenhydrate, Aminosäuren, Peptide und Natrium 

sowie zahlreiche Verdauungsenzyme wie Laktase und Enterokinase die Absorption sämtli-

cher Nahrungsbestandteile (Koop 2010). Durch die Enterozyten wird eine selektive Barriere 

gebildet, die von Arzneimitteln zunächst parazellulär oder transzellulär passiert werden 

muss, bevor der Wirkort erreicht wird. Somit hat die Barrierefunktion Einfluss auf die Absorp-

tion und somit die Bioverfügbarkeit von Medikamenten (Chan et al. 2004). Zusätzlich besit-

zen Enterozyten durch regulative Mechanismen des apikal lokalisierten Natrium/Glucose-

Cotransporters 1, den basolateralen Transporter Na+/K+-ATPase sowie den 

Glucosetransporter 2 (GLUT-2) eine wichtige Funktion bei der Aufnahme von Nährstoffen 

und Glucose (Thorsen et al. 2014).  

Innerhalb des intestinalen Epithels liegt der Kryptengrund zum Schutz vor Scherstress und 

toxischen Substanzen in einer geschützten Region. Dort befindet sich das vom endoderma-

len Keimblatt abstammende Stammzellenkompartiment, bestehend aus pluripotenten 

Stammzellen an der Basis und stark proliferierenden Vorläuferzellen am Rand des 
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Kryptengrunds (Abbildung 2). Die Enterozyten des Dünndarmepithels unterliegen somit einer 

ständigen Erneuerung (Crosnier et al. 2006). Innerhalb von drei Tagen differenzieren sich die 

Enterozyten in die verschiedenen Epithelzelltypen (van der Flier und Clevers 2009). Die gut 

organisierte Struktur des Zytoskeletts im humanen Dünndarm sorgt zudem mit einer Wund-

heilung von fünf bis zehn µm/h für ein hohes Potential zur Regeneration und Selbstheilung 

(Heath 1996; Parker et al. 2017). 

Becherzellen (Goblet-Zellen) zählen zu den am häufigsten vorkommenden sekretorischen 

Zelltypen und kommen in etwa 10 bis 15 % des Dünndarmepithels vor (Noah et al. 2011). 

Sie befinden sich am oberen Ende der Krypten und zwischen den Enterozyten (Koop 2010). 

Die primäre Funktion von Becherzellen ist die Produktion und Sekretion von u.a. Mucin 2-

Glykoprotein (MUC2) und die Aufspaltung von Nahrungsbestandteilen (Kim und Ho 2010; 

Birchenough et al. 2015; Zhou et al. 2020). Die Mucus-Schicht wirkt für die Epithelzellen zu-

sätzlich als Schutz gegen schädliche luminale Bestandteile (Noah et al. 2011). Becherzellen 

sorgen zusätzlich für die Regulierung der Immunfunktion und die Aufrechterhaltung der 

Homöostase innerhalb des intestinalen Epithels (Birchenough et al. 2015). 

Paneth-Zellen befinden sich wie die Becherzellen an der Basis der Krypten und haben eine 

Lebenserwartung von ca. 20 Tagen. Sie sind Drüsenzellen mit hoher biosynthetischer und 

sekretorischer Aktivität und sezernieren Wachstumsfaktoren, Enzyme (u.a. Lysozym, LYZ), 

und antimikrobielle Peptide (Koop 2010; Tillmann 2016). Paneth-Zellen sorgen durch die 

bakteriolytische Funktion von LYZ hauptsächlich für antimikrobiellen Schutz. Dadurch wird 

eine Abwehrbarriere im Dünndarmepithel aufgebaut und zusätzlich eine modulierende Funk-

tion auf die mikrobiologische Darmflora ausgeübt (Tillmann 2016).  

Der Dünndarm gilt als größtes endokrines Organ. Enteroendokrine Zellen liegen eingestreut 

in das Epithel der Zotten und Krypten im gesamten Darm vor. Sie produzieren zahlreiche 

Hormone (Chromogranine) wie u.a. Chromogranin A (CHGA) und dienen somit der Regulati-

on und Koordination der Verdauungstätigkeit, durch z.B. der Sekretion von Verdauungssäf-

ten, der Resorption und Peristaltik (Tillmann 2016). 
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Abbildung 2: Zytomorphologie des Dünndarmepithels. Stammzellen werden unterteilt in Lgr5+ 
und +4 und liegen zusammen mit den Paneth-Zellen an der Basis der Krypten. Die Stamm- und Vor-
läuferzellen sorgen durch Differenzierungsprozesse ständig für eine Erneuerung des Epithelbesatzes. 
Im Bereich des Villus werden die differenzierten Epithelzellen unterteilt in absorptive Enterozyten so-
wie sekretorische Becher-, Bürsten- und enteroendokrine Zellen. Adaptiert nach (Carulli et al. 2014), 
erstellt mit BioRender.com (2023). Lgr5+: Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5.  

2.1.2.2 Physiologische Barriere und intestinale Transportmechanismen 

Innerhalb des Dünndarmepithels sind benachbarte Enterozyten durch Tight Junctions (TJ) 

miteinander verbunden und bilden somit ein dichtes interzelluläres Netzwerk (Alqahtani et al. 

2021). Diese interzellulären adhäsiven Verbindungen sorgen für einen Zusammenhalt des 

Dünndarmepithels und ermöglichen dadurch die physiologische Barrierefunktion. Der Dünn-

darm weist eine vergleichsweise hohe Permeabilität auf, die jedoch innerhalb des 

Gastrointestinaltraktes von proximal nach distal durch die Zunahme abdichtender TJ zu-

nimmt. Dies steht im Einklang mit der biologischen Funktion der jeweiligen Abschnitte 

(Amasheh et al. 2011). So findet im proximalen Abschnitt die Resorption von Nährstoffen 

statt, wohingegen der distale Abschnitt für eine Abdichtung und Konzentrierung der Faeces 

sorgt.  

 

2.1.2.2.1 Parazellulärer Transport 

 

Der parazelluläre Transport ist besonders für kleine hydrophile Arzneimittel von Bedeutung. 

Der Anteil an parazellulär transportierten Arzneimitteln ist jedoch klein und hat üblicherweise 
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eine geringere orale Bioverfügbarkeit (Cano-Cebrián et al. 2005). Nur kleine hydrophile Mo-

leküle sind in der Lage, den Intrazellularraum ohne Hindernisse zu passieren (Abbildung 3, 

A). Die interzellulären Junctions des Darmepithels werden in Adherens Junctions, 

Desmosome, Gap Junctions und TJ unterteilt (Friend und Gilula 1972). Zumeist gelangen 

Stoffe durch die TJ zum Intrazellularraum (Abbildung 3, B), die durch fehlende Interaktion mit 

Membrantransportern vom transzellulären Transport ausgeschlossen werden (Bjarnason et 

al. 1995; Hayashi et al. 1997). Die Struktur der TJ besteht u.a. aus Transmembranproteinen 

wie Claudin (Furuse et al. 1998) und Occludin (Furuse et al. 1993) sowie intrazellulären Pro-

teinen wie Zonula Occludens (ZO) (Stevenson et al. 1986). TJ sind in ihrer molekularen Zu-

sammensetzung sehr variabel, wodurch ein selektiver Transport unterschiedlich großer Mo-

leküle geregelt werden kann und somit die parazelluläre Permeabilität bestimmt wird 

(Heiskala et al. 2001; Chediack et al. 2003). Zusätzlich kann die Regulierung des parazellu-

lären Transports durch die Interaktion von Zonula occludens-1 (ZO-1) mit Occludin und dem 

Aktin-Cytoskelett erfolgen (Fanning et al. 1998). 

 

2.1.2.2.2 Transzellulärer passiver/aktiver Transport  

 

Transzellulärer Transport von Molekülen durch die apikale als auch die basolaterale Zell-

membran kann prinzipiell durch einen passiven- oder trägervermittelten Mechanismus erfol-

gen. Passive Transportvorgänge (Abbildung 3, A-C) können ohne Energieverbrauch und 

entlang des Konzentrationsgradienten ablaufen, aktive Transportvorgänge (Abbildung 3, D-

F) entgegen dem Konzentrationsgradienten benötigen jedoch Energie. Diese kann beim se-

kundär aktiven Transport aus dem elektrochemischen Gradienten gewonnen werden, beim 

primär aktiven Transport wird die Energiebereitstellung durch ATP-Hydrolyse gewährleistet 

(Chen und Lui 2023).  

Ein Großteil der oral verabreichten Medikamente ist lipophil und wird durch passiven trans-

zellulären Transport absorbiert (Hunter und Hirst 1997). Lipophile Stoffe können zwar durch 

die apikale Zellmembran diffundieren, der weitere Verlauf durch die basolaterale Membran 

bis in die Blutbahn ist jedoch nicht immer gesichert (Chan et al. 2004). Substanzen, die für 

die Absorption durch passiven transzellulären Transport geeignet sind, können sowohl Sub-

strate für enterozytischen intrazellulären Metabolismus als auch für apikale Efflux-

Mechanismen sein (Hunter und Hirst 1997; Hunter et al. 1993). Natürlich vorkommende Trä-

gersubstanzen wie Nährstoffe, Vitamine und Gallensalze werden über den trägervermitteln-

den transzellulären Transport absorbiert und sind ebenso für bestimmte hydrophile Arznei-

mittel von Bedeutung (Kim et al. 1993). Die Absorption von Arzneimitteln durch vesikulären 

Transport (Endozytose) und deren Transport durch die Zelle hindurch (Transzytose) spielt im 

Darm eine untergeordnete Rolle. Der transzytotische Transport ist jedoch für die Verabrei-

chung von Impfstoffen oder Antigenen relevant (Hunter und Hirst 1997; Jepson et al. 1996). 
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Abbildung 3: Dünndarm-Resorption: Schematische Darstellung intestinaler Transportrouten, 
die für die Arzneimittelresorption relevant sind. A) parazelluläre Diffusion sowie B) parazelluläre 
Diffusion reguliert durch TJ, C) transzelluläre passive Diffusion, C*) intrazellulärer Metabolismus, D) 
transzelluläre Diffusion verändert durch apikale Efflux-Mechanismen, E) trägervermittelter transzellulä-
rer Transport und F) transzelluläre vesikuläre Transzytose. Das intrazelluläre ZO-1 sorgt durch Inter-
aktion u.a. mit Occludin für eine Veränderung der parazellulären Permeabilität und hat neben der 
Mucinschicht Einfluss auf die Absorption von Arzneimitteln. Verändert nach (Hunter und Hirst 1997; 
Haroun et al. 2023). Erstellt mit BioRender.com (2023). TJ: Tight Junctions, ZO-1: Zonula occludens-
1. 

2.2 Biotransformation 

Xenobiotika sind körperfremde Stoffe, die nicht vom menschlichen Organismus gebildet wer-

den können und meist anthropogenen Ursprungs sind. Ein großer Teil dieser Stoffe wird 

durch Medikamente oder über die Nahrung aufgenommen. Da viele Xenobiotika toxische 

Eigenschaften besitzen, ist die Biotransformation ein essentieller Schritt für die Detoxifikation 

und Eliminierung lipidlöslicher Xenobiotika. Innerhalb des intestinalen Medikamententrans-

portes werden aufgenommene Xenobiotika über Transportproteine der Lamina epithelialis 

mucosae resorbiert und in intestinalen Epithelzellen (IECs) durch Biotransformation umge-

wandelt. Die Bioverfügbarkeit von Arzneimitteln ist dabei abhängig vom Grad der Resorption 

im Darm, der Biotransformation sowie dem Eliminationsweg (Kullak-Ublick 2021). Diese 

werden zwar gut resorbiert und im Körper verteilt, nach biliärer Exkretion können diese im 

Darm allerdings rückresorbiert werden (Rollins und Klaassen 1979). Da ständig lipidlösliche 

Xenobiotika über die Nahrung aufgenommen werden, ist die Biotransformation für den Kör-

per lebensnotwendig. Der Prozess kann in drei Phasen unterteilt werden (Nakata et al. 2006) 

(siehe Abbildung 4).  

Die erste Phase umfasst den First-Pass-Metabolismus und beinhaltet die Oxidation, Reduk-

tion und Hydrolyse des Ausgangsstoffes. Dieser Prozess findet nach oraler Exposition 

hauptsächlich in der Leber statt, der Dünndarm gilt jedoch als wichtigster Ort für die extrahe-

patische Metabolisierung (Lin und Lu 2001; Paine et al. 2006). Der First-Pass-Metabolismus 

wird als häufiger Grund für eine variable oder unvollständige Bioverfügbarkeit von etwa 50 % 

aller oral verabreichten Arzneistoffe angesehen (Thummel 2007; Ho et al. 2017). Eine ent-
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scheidende Rolle im Metabolismus der meisten Pharmaka spielt die in Phase I stattfindende 

Oxidation an Cytochrom P450 (CYP). Durch Reaktionen der CYP-Enzyme werden haupt-

sächlich funktionelle Gruppen in die Substrate eingefügt bzw. reaktive Gruppen geschaffen 

(Guengerich 2001; Allendörfer et al. 2006). Innerhalb der CYP-Enzyme sind beim Menschen 

57 Isoenzyme 18 verschiedener Familien bekannt, die sich in ihrer Substratspezifität und 

Induzierbarkeit unterscheiden (Sim und Ingelman-Sundberg 2010). Neben den CYPs zählen 

auch die UDP-Glukuronyltransferasen (UGTs) zu den integralen Bestandteilen des endo-

plasmatischen Retikulums (ER). Bei der Katalyse ist das Flavoprotein NADPH-Cytochrom-

P450-Reduktase beteiligt, welches ebenso in der Membran des ER lokalisiert ist (Lin und Lu 

1998). Besondere Bedeutung haben mikrosomale Enzyme, die direkt an das ER gebunden 

sind. Aufgrund ihrer Unspezifität gegenüber Substraten, können dadurch auch in der Zukunft 

neu synthetisierte chemische Verbindungen mithilfe der CYPs hydroxyliert werden 

(Allendörfer et al. 2006). Nach wie vor besitzen die wirkstoffabbauenden Phase I-Enzyme, 

insbesondere die CYP-Enzyme die größte Bedeutung in der Biotransformation von Arznei-

mitteln sowie deren Interaktionen, da diese am Metabolismus von über 90 % aller sich auf 

dem Markt befindlichen Arzneistoffe mitwirken (Lewis 2003). Innerhalb des Dünndarmepi-

thels findet der Metabolismus in den Enterozyten durch das intestinale CYP3A4 statt (Wat-

kins 1997). CYP3A4 ist zwar zu einem Anteil von 70 % an der intestinalen CYP-Aktivität be-

teiligt, führt jedoch in manchen Fällen zu einer Exposition von weniger als 15 % der verab-

reichten Dosis (Guengerich 1999; Thummel 2007; Kolars et al. 1992). Im weiteren Verlauf 

der Absorption von Arzneimitteln durch das intestinale Lumen gelangen diese durch die 

mesenterischen Kapillargefäße und sind dabei metabolischer Transformation durch zahlrei-

che Enzyme, insbesondere Phase-II-Enzyme wie den UGTs und Sulfotransferasen ausge-

setzt (Shen et al. 1997).  

In dieser zweiten Phase findet die Konjugation dieser funktionellen Gruppen neben den 

UGTs und Sulfotransferasen auch durch Enzymfamilien wie den Methyltransferasen und N-

Acetyltransferasen statt. Dabei werden polare Gruppen in das Molekül mit eingeführt und die 

Polarität von endo- und xenobiotischen Stoffen erhöht. Primäre Metaboliten, die nach Phase 

I noch nicht ausscheidungsfähig sind, können somit in Phase II einerseits in wasserlösliche 

Stoffe transformiert und ausscheidungsfähig gemacht, andererseits können toxische Stoffe 

so detoxifiziert werden (Allendörfer et al. 2006; Jakoby und Ziegler 1990). So wird beispiels-

weise durch die Enzyme der UGT-Superfamilie die Konjugation der Stoffe mit 

Uridindiphosphoglukuronat katalysiert und dadurch deren biliäre bzw. renale Ausscheidungs-

fähigkeit erhöht (Arndt 2019). Innerhalb der UGTs ist das Enzym UGT1A6 am besten unter-

sucht. Es ist u.a. im Dünndarm exprimiert und fungiert z.B. als Ligand für den Pregnan-X-

Rezeptor (PXR) (Tukey und Strassburg 2000; Bock und Köhle 2005). Bei der Entgiftung und 

Eliminierung potentiell schädlicher Stoffe und Arzneimittel besteht zwischen den 
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Metabolisierungsenzymen und intestinalen Transportproteinen aufgrund sich überschnei-

dender Substratspektren oftmals ein intensives Wechselspiel (Müller et al. 2017). 

In der dritten Phase ermöglichen Transporter den Durchtritt der intrazellulär lokalisierten En-

zyme durch die Zellmembran. Transporter werden in zwei Gruppen unterteilt: 49 ATP-

abhängige (ATP-binding cassette, ABC) Efflux-Transporter und 362 Solute Carrier (SLC-) 

Transporter. ABC-Transporter sind unter Energieverbrauch am aktiven Transport beteiligt, 

die SLCs hingegen ermöglichen passiven Transport durch die Zellmembran (He et al. 2009; 

Velamakanni et al. 2007). 

 

Abbildung 4: Die Phasen der Biotransformation. Übersicht über die wesentlichen Schritte und mit-
wirkenden Enzyme beim Fremdstoffmetabolismus. Drei unterschiedliche Enzymgruppen (Phase I-III-
Enzyme) sowie nukleäre Rezeptoren sind nach der Absorption im Dünndarm in die Verteilung, 
Metabolisierung und Ausscheidung von Wirkstoffen involviert, adaptiert nach (Mendiratta et al. 2014). 
Erstellt mit BioRender.com (2023). ABC: ATP-abhängige Efflux-Transporter, GST: Glutathion-S-
Transferase, NAT: N-Acetyltransferase, SULT: Sulfotransferase, UGT: UDP-Glukuronyltransferase.  

2.2.1 Transportproteine im Dünndarm 

Barriere-bildende Zellen stellen durch die Expression von Membrantransportern eine Art 

duales Filtersystem dar, welches die Pharmakokinetik von Arzneimitteln beeinflusst. Eine 

schematische Übersicht über die intestinalen Transportproteine und deren Verteilung in 

Dünndarm und Kolon ist in Abbildung 5 dargestellt. Intestinale Transportproteine (kurz: 

Transporter) können in Influx- und Efflux-Transporter unterteilt werden. Die Influx-

Transporter sind an der Resorption von essentiellen Substanzen wie Nährstoffen aber auch 

Arzneimitteln beteiligt, während die Efflux-Transporter unerwünschte Xenobiotika aus dem 

Zellinneren schleusen. Ein Großteil der apikal-lokalisierten Efflux-Transporter zählt zu den 

ABC-Transportern, welche die Absorption und Distribution von Arzneimitteln limitieren kön-

nen. Besondere Bedeutung haben apikal-lokalisierte Influx-Transporter, die der Wirkung der 

ko-lokalisierten Efflux-Transporter entgegenwirken können und so Absorption und 

Reabsorption fördern (Nagy et al. 2016). 
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Abbildung 5: Schematische Übersicht über die Verteilung humaner intestinaler Transportprote-
ine. Links: Longitudinale Expression klinisch relevanter Metabolisierungsenzyme, ABC- und SLC-
Transporter in Enterozyten entlang des menschlichen Dünndarms, adaptiert nach (Drozdzik et al. 
2020), erstellt mit BioRender.com (2023). Die in dieser Arbeit untersuchten Enzyme und Transporter 
sind fett hervorgehoben. Rechts: Prozentuale Zusammensetzung ausgewählter ABC- und SLC-
Transportproteine im Dünndarm und im Kolon, adaptiert nach (Drozdzik et al. 2014; Oswald et al. 
2013). BCRP: Breast Cancer Resistance Protein, CYP: Cytochrom P450, MRP: Multidrug Resistance-
Related Protein, OAT: Organo-Anion-Transporter, PEPT: Peptidtransporter, P-gp: 

Permeabilitätsglykoprotein, SULT: Sulfotransferase, UGT: UDP-Glukuronyltransferase. 

2.2.1.1 Apikale Influx-Transporter 

Viele endo- und xenobiotische Substanzen einschließlich vieler Arzneimittel sind organische 

Anionen oder Kationen. Diese sind ohne die Absorption durch apikale Aufnahme-Transporter 

nicht in der Lage, durch die Zellmembran zu diffundieren. Neben den ABC-Transportern sind 

die SLC-Transporter an der Disposition und Eliminierung von Arzneimitteln beteiligt und ver-

mitteln die Aufnahme von Substanzen in die Zelle. SLC-Transporter werden in die SLCO- 

und die SLC22A Superfamilie unterteilt, welche die wesentlichen organischen Anionen- oder 

Kationen-Transporter beinhalten. Zur SLCO-Superfamilie zählen die organisch anionisch 

transportierenden Polypeptide (OATPs), die SLC22A-Superfamilie wiederum unterteilt sich in 

die organisch kationischen Transporter und die organisch anionischen Transporter. Individu-

elle Vertreter beider Superfamilien sind in den meisten Epithelschichten des menschlichen 

Körpers exprimiert und sorgen dort aufgrund sich überschneidender Substratspezifität für 

den Transport eines breiten Spektrums an strukturell unterschiedlichen Substanzen. Grund-
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sätzlich sind OATPs am Transport größerer hydrophober organischer Anionen, die organisch 

kationischen Transporter am Transport von Kationen und die organisch anionischen Trans-

porter am Transport kleinerer hydrophiler organischer Anionen beteiligt (Roth et al. 2012). Im 

menschlichen Darm ist innerhalb der OATPs hauptsächlich der Aufnahmetransporter 

OATP2B1 (SLCO2B1) exprimiert (Drozdzik et al. 2014). Der intestinale OATP2B1 ist in den 

Enterozyten lokalisiert, besitzt eine breite Substratspezifität und ist somit relevant für die in-

testinale Absorption und Disposition von Xenobiotika (Chen et al. 2020; Zamek-Gliszczynski 

et al. 2018). Dies zeigt auch die Ernennung von OATP2B1 als Transporter mit zunehmender 

klinischer Bedeutung durch das Internationale Transporter Consortium (Zamek-Gliszczynski 

et al. 2018). Bei der Verdauung werden Proteine in kleinere Peptide wie Dipeptide und 

Tripeptide zerlegt (Wu 2016). Diese werden im Dünndarm durch den Peptidtransporter 1 

(PEPT1, SLC15A1) aufgenommen. PEPT1 ist daher auch für die Aufnahme strukturell ähnli-

cher Verbindungen oder Arzneimittel von Bedeutung (Wang et al. 2017a). Die zusätzlich 

durch die Nahrung aufgenommenen Monosaccharide wie D-Glucose, D-Galaktose und D-

Fructose können aufgrund ihrer hydrophilen Natur das Darmepithel nicht passiv durchdrin-

gen (Kellett 2001). Zu diesem Zweck ist GLUT2 (SLC2A2) hierbei in den Transport und den 

bidirektionalen Flux in und aus der Zelle involviert (Leturque et al. 2005). 

2.2.1.2 Apikale Efflux-Transporter 

Efflux-Transporter auf apikaler Seite der Membran sind ausschlaggebend für die transzellulä-

re Absorption, Verteilung und Exkretion von Arzneistoffen durch erleichterte Exkretionspro-

zesse von Xenobiotika oder endogener Substanzen. Innerhalb der Transporter weisen die 

ABC-Transporter im menschlichen Dünndarm die höchste Expression auf, unter ihnen das 

Permeabilitätsglykoprotein (P-gp, ABCB1), das Breast Cancer Resistance Protein (BCRP, 

ABCG2) sowie Multidrug Resistance-Related Proteine (MRPs) (Drozdzik et al. 2014). Diese 

bilden zusammen eine wichtige Barriere für intestinale Absorptionsprozesse, die durch ein 

sich teilweise überlappendes Substratspektrum begünstigt wird (Misaka et al. 2013). ABC-

Transporter sind für viele zelluläre Prozesse notwendig, von denen einige von medizinischer 

Relevanz sind. Im Menschen sind 48 ABC-Transporter bekannt, die je nach Größe und 

Struktur in sieben Unterfamilien unterschieden werden (Hughes 1994; Allikmets et al. 1996). 

Die apikalen Efflux-Transporter P-gp, BCRP und MRPs zählen zu den am besten unter-

suchtesten ABC-Transportern des Gastrointestinaltraktes. Innerhalb des Dünndarms sind 

diese überwiegend in der apikalen (luminalen) Membran der Enterozyten lokalisiert und limi-

tieren aktiv die orale Bioverfügbarkeit von potentiell toxischen Fremdstoffen, indem diese 

vom intrazellulären Raum zurück ins intestinale Lumen transportiert werden. Somit wird die 

Absorption in die Blutbahn verhindert (Taipalensuu et al. 2001; Chan et al. 2004; Estudante 

et al. 2013). Über den transzellulären Transport werden Stoffe weiterhin über intrazelluläre 
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Phase I- und Phase II-metabolisierende Enzyme umgewandelt, die wiederum als Substrate 

für die Efflux-Transporter fungieren können (Chan et al. 2004). P-gp und BCRP liegen zu 

etwa gleichen Anteilen im Dünndarm und Kolon vor (Drozdzik et al. 2014). In Multidrug resis-

tenten Tumorzellen sind P-gp und BCRP als adaptive Antwort der Zellen auf Chemotherapie-

induzierten Zelltod jedoch überexprimiert und werden daher zu den Multidrug Transportern 

gezählt (Robinson und Tiriveedhi 2020; Nakanishi und Ross 2012).  

2.2.1.3 Induktion von Enzymen und Transportern 

Bestimmte Arzneimittel können eine Veränderung der Expressionsstärke von Enzymen oder 

Transportern bewirken. Eine Hoch- bzw. Herunterregulation von Enzymen oder Transportern 

beeinflusst somit die ADME (Absorption, Distribution, Metabolismus und Exkretion)-Prozesse 

von Arzneimitteln und können zur Veränderung des Wirkungs- bzw. Schädigungsgrades von 

Xenobiotika führen, die wiederum Substrate der Enzyme und Transporter sind (Liu 2019). 

Bei diesen entgiftenden Enzym- und Transportvorgängen spielen verschiedene nukleäre 

Rezeptoren, wie z.B. der PXR (NR1I2) und der Vitamin-D-Rezeptor (VDR, NR1I1) eine ent-

scheidende regulative Rolle. Dabei handelt es sich um Liganden-aktivierte Transkriptionsfak-

toren, die durch eine hohe Zahl an Xenobiotika und endogenen lipohilen Substanzen aktiviert 

werden (Chawla et al. 2001; Kullak-Ublick 2021). Der PXR ist hierbei als Aktivator für den 

Abbau zahlreicher Xenobiotika und der PXR-vermittelten Induktion bzw. Inhibition von Prote-

inen wie z.B. der CYP-, UGT- und ABC-Familie von zentraler Bedeutung. Durch einen Li-

ganden des PXR kann so die Gentranskription des Enzyms oder Transporters induziert wer-

den (Abbildung 6). Nach der Ligandenbindung formt PXR zusammen mit dem Retinoid-X-

Rezeptor einen Heterodimer und bindet wiederum an das „xenobiotic response element“ im 

Promotor der Gene (Liddle und Goodwin 2002; Eloranta et al. 2005). Durch die Regulation 

von CYP3A4 als auch ABCB1 durch PXR wird angenommen, dass die Detoxifikation vieler 

Xenobiotika während der oralen Absorption durch diese Enzyme koordiniert stattfindet und 

dadurch die intrazelluläre Konzentration von Arzneistoffen reduziert wird (Li et al. 2017; 

Christians et al. 2005).  

Das klinisch relevante Tuberkulostatikum Rifampicin gilt als potentieller Aktivator des PXR 

und prototypischer Induktor von CYP3A4 und P-gp (Pan et al. 2021). Das entzündungs-

hemmende Glucocorticoid Dexamethason gehört ebenso zu den Liganden des humanen 

PXR und fungiert als CYP3A4-Substrat als potentieller Induktor von CYP3A4 (Eloranta et al. 

2005).  

Natürlicher Ligand des VDR ist 1α,25-Dihydroxyvitamin D3 (VD3), die biologisch aktive Form 

von Vitamin D. VD3 steuert über die Aktivierung des VDR den Kalzium- und Phosphorhaus-

halt des menschlichen Körpers und hat Einfluss auf die Immunfunktion, das Zellwachstum, 

Differenzierungsprozesse und die Regulierung intestinaler Enzyme und Transporter. Eine 
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hohe Anzahl synthetischer VD3-Analoga wird daher für den therapeutischen Einsatz z.B. zur 

Behandlung von Krebs, Knochenerkrankungen, Autoimmunerkrankungen und mikrobieller 

Infektionen eingesetzt (Carlberg und Molnar 2012; Choi et al. 2020). 

 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Induktion des Membrantransporters P-gp (ABCB1) 

durch Rifampicin. Einer der wichtigsten Efflux-Transporter P-gp limitiert die intestinale Absorption 

spezifischer Substrate und ist ein typischer Ort von Arzneimittelinteraktionen. Ein prominenter Induktor 

von P-gp ist Rifampicin, welches intrazellulär an den nukleären Rezeptor PXR bindet. Dieser zählt zu 

den wesentlichen Regulatoren der P-gp-Expression auf transkriptioneller Ebene. Nach 

Ligandenaktivierung formt PXR mit RXR einen Heterodimer und bindet an regulative Bereiche der 

Zielgene (Geick et al. 2001; Kliewer und Willson 2002). Durch die Induktion von P-gp kann der Aus-

wärtstransport von Substanzen aus der Zelle beschleunigt und somit die Bioverfügbarkeit herabge-

setzt werden. P-gp, Permeabilitätsglykoprotein, PXR, Pregnan-X-Rezeptor; RXR, Retinoid-X-

Rezeptor. Adaptiert nach (Cascorbi 2012).  

2.3 Präklinische intestinale Modellsysteme 

2.3.1 In vitro 

Das am meisten genutzte in vitro Modell zur Untersuchung der Permeabilität von Arzneimit-

teln ist die aus einem kolorektalen Karzinom (KRK) abgeleitete Zelllinie Caco-2. Sie ist als 

Enterozytenmodell für Untersuchungen von Transportvorgängen im Dünndarm etabliert. Bei 

erreichter Konfluenz differenzieren die adhärent wachsenden Caco-2-Zellen nach zwei bis 

drei Wochen zu polarisierten Enterozyten. Unter Bildung von TJ und der Expression intesti-

naler Enzyme, Transporter und Rezeptoren entsteht ein dichter Monolayer, der auf apikaler 

Seite einen Bürstensaum aus Mikrovilli besitzt. Dadurch ist im Zellkulturmodell eine große 

Ähnlichkeit zum physiologischen Dünndarmepithel gegeben (Antunes et al. 2013; Ferruzza 

et al. 2012; Matsumoto et al. 1990). Erkenntnisse über Differenzierungsprozesse im huma-

nen Kolonkarzinom sind bisher bei einer limitierten Anzahl von Zelllinien bekannt. Obwohl 

weitere Modelle für die Simulation des intestinalen Epithels beschrieben sind, gilt die Caco-2 

bislang als Goldstandard für die Vorhersage intestinaler Permeabilität bei der oralen Verab-

reichung von Arzneimitteln im menschlichen Körper (Simon-Assmann et al. 2007; Hidalgo et 

al. 1989; Hilgers et al. 1990). Jedoch ist dieses Modell durch einige Faktoren limitiert. Mitt-

lerweile existieren zahlreiche Subklone in unterschiedlichen Passagen, die der parentalen 
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Caco-2-Zelllinie entstammen. Durch Veränderungen funktionaler Eigenschaften und Diffe-

renzierungsmerkmalen wird der Vergleich von erhobenen Daten mit denen aus der Literatur 

erheblich erschwert (Sambuy et al. 2005). Dem Zellkulturmodell fehlen zudem sezernierende 

Becherzellen, wodurch eine Ko-Kultur mit der Mucin-produzierenden Krebszelllinie HT-29 zur 

Verbesserung der Aussagekraft experimenteller Ergebnisse entwickelt wurde (Li et al. 2013). 

Zusätzlich ist das Modell durch die Dauer des Differenzierungsprozesses von drei Wochen 

für die weite Anwendung von Hochdurchsatz-Screening (HTS) bei der Testung neuer Arz-

neimittel limitiert (Cai et al. 2014). Hierzu wurde durch veränderte Kulturbedingungen ver-

sucht, den Zeitraum der Kultur zu verkürzen (Sevin et al. 2013; Lentz et al. 2000). Durch eine 

schwache Expression und eine geringe Induzierbarkeit des Enzyms CYP3A4 ist das Caco-2-

Modell weiterhin in seiner Anwendung für ADME-Studien limitiert (Schmiedlin-Ren et al. 

2001; Nakamura et al. 2002).  

Weitere KRK-Zelllinien wie HT-29, LS-180 und T84 sowie primäre fetale humane Dünn-

darmepithelzellen besitzen entweder eine schwache Ausbildung von TJ oder unzureichende 

CYP3A4-Expression bzw. Induzierbarkeit (Kumar et al. 2010; Yamaura et al. 2016). Human-

induzierte pluripotente Stammzell-abgeleitete Enterozyten werden daher als geeigneteres 

Modell für Arzneimittel-vermittelte CYP3A4-Induzierbarkeit betrachtet (Negoro et al. 2016). 

Dieses Verfahren gilt jedoch als vergleichsweise aufwendig, zeitintensiv und teuer. 

Untersuchungen zur intestinalen Physiologie werden zunehmend an mikrofluidischen Sys-

temen, sogenannten gut-on-a-chips durchgeführt. Die Integration von Biosensoren innerhalb 

dieser Systeme ermöglicht die Überwachung von relevanten physiologischen Parametern 

wie Permeabilität oder Barriereeigenschaften. Die Nutzung dieser Systeme ist aktuell jedoch 

durch die Anbindung an externe analytische Verfahren stark limitiert (Marrero et al. 2021). 

2.3.2 In vivo 

Die Durchführung von Tierversuchen gilt wegen des Vorhandenseins von systemischer Blut-

zirkulation noch immer als Goldstandard präklinischer Wirkstoffforschung. Obwohl sich 

ADME-Prozesse in Versuchstieren gut reproduzieren lassen, ist es schwierig, alle Parameter 

beim Durchfluss von Molekülen in vivo durch die biologischen Barrieren zu unterscheiden 

und zu trennen (Dahlgren und Lennernäs 2019; Meigs et al. 2018). Tierversuche scheitern 

wegen Spezies-spezifischen Unterschieden in der Expression von Transportern, Enzymen 

oder der Immunabwehr somit oft an der Vorhersage der Arzneimittelabsorption und dem 

First-Pass-Metabolismus im menschlichen Körper (Negoro et al. 2016; Romero und Vela 

2014). Insgesamt gelten in vivo Modelle zudem als arbeits- und zeitaufwändig und teuer. Aus 

diesem Grund ist es notwendig, die Entwicklung alternativer in vitro Modelle unter Einhaltung 

des 3R-Prinzips (Replace = Vermeiden, Reduce = Verringern, Refine = Verbessern) für die 
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präklinische Wirkstoffforschung voranzutreiben (Dothel et al. 2013; Doke und Dhawale 

2015).  

2.3.3 Ex vivo 

Weitere Untersuchungsmöglichkeiten von intestinalen Transportprozessen ergeben sich 

durch die Anwendung von ex vivo Techniken. Dabei handelt es sich um Modelle, die außer-

halb eines Organismus kultiviert werden. Zu den bekanntesten Modellen zählt die Ussing-

Kammer, welche für die Untersuchung von Transportvorgängen durch verschiedene Epithel-

gewebe, wie z.B. unterschiedliche Segmente des Darms, entwickelt wurde. Diese besteht 

aus zwei Hälften, die durch eine polarisierte Epithelschicht voneinander abgetrennt werden 

und die Kammer in apikale und basolaterale Einheiten aufteilt. Mittels einer Elektrode kann 

die Spannung gemessen und dadurch Rückschlüsse auf die Permeabilität und Transportvor-

gänge des Gewebes getroffen werden (Pearce et al. 2018).  

In den letzten Jahren gewann die Verwendung von Organoiden aus adulten Stammzellen 

zunehmend an Bedeutung. Hierbei handelt es sich um eine Miniatur-Version eines Epithels, 

das als 3D-Modell kultiviert wird und ex vivo expandiert werden kann. Humane intestinale 

Organoide stellen im Vergleich zu Tiermodellen die in vivo Situation weitestgehend dar und 

eignen sich daher für die Untersuchung von epithelialer Physiologie (Clevers 2016). Der Er-

halt der Zelldiversität und Selbsterneuerung gestaltet sich aufgrund ihrer rigiden Abhängig-

keit von differenzierungsfördernden Wachstumsfaktoren jedoch als schwierig (Fujii et al. 

2018).  
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2.4 Zielstellung 

Die orale Verabreichungsform von Medikamenten wird aufgrund der vereinfachten und nicht-

invasiven Anwendung noch immer am häufigsten bevorzugt (Alqahtani et al. 2021). In den 

letzten Jahren hat daher insbesondere die Absorption und Metabolisierung oral verabreichter 

Medikamente durch den Dünndarm an Aufmerksamkeit gewonnen (Paine et al. 1996). Die 

Darmbarriere zählt unter anderem durch die Präsenz regulierender Efflux-Transporter, einer 

Schleimschicht und der Ausbildung eines Netzwerkes von TJ zu den hauptsächlich limitie-

renden Faktoren bei der Aufnahme von Arzneistoffen (Azman et al. 2022). In der präklini-

schen Phase der Arzneimittelforschung spielt daher die Untersuchung der ADME-Parameter 

zur Verbesserung der Bioverfügbarkeit eine große Rolle (Singh 2006). Durch den Mangel an 

geeigneten in vitro Modellen wurden 2021 jedoch allein in Deutschland dafür mehr als 300 

000 Versuchstiere in der Arzneimittelforschung eingesetzt (BfR 2021). In den letzten 40 Jah-

ren wurden Ersatz- und Ergänzungsmethoden zu zeitaufwändigen, teuren und ethisch be-

denklichen Tierversuchen zur Untersuchung intestinaler Arzneimittelaufnahme und Trans-

portvorgänge ausführlich beschrieben und erforscht. Entscheidend war dabei die Etablierung 

der KRK-Zelllinie Caco-2 (Fogh et al. 1977). Entsprechend den Richtlinien der Arzneimittel-

behörden FDA und EMA wird Caco-2 bis heute als geeignetes in vitro Modell für die Arznei-

mittelforschung geführt (EMA 2012; FDA 2018). Zahlreiche Untersuchungen belegten je-

doch, dass Caco-2-Zellen aufgrund fehlender Vergleichbarkeit zur in vivo Situation sowie in 

ihrer funktionellen Anwendung für ADME-Untersuchungen limitiert sind (Brück et al. 2017; 

Negoro et al. 2016). 

Ausgehend von der einer hohen Anzahl bereits etablierter primärer als auch Patienten-

abgeleiteter Xenograft-Zelllinien der BioBank Rostock sollen neu etablierte Zellmodelle hin-

sichtlich ihrer Eignung als humane intestinale in vitro Modelle untersucht werden. Ziel dieser 

Arbeit ist es konkret, bestimmte Kriterien als Anforderungen an humane intestinale in vitro 

Modelle und deren Anwendbarkeit für ADME-Studien an einer hohen Anzahl von Zelllinien 

möglichst umfassend zu überprüfen. Dies bedeutetet im Einzelnen: 

 

1. Charakterisierung und Beschreibung der morphologischen Eigenschaften 

2. Beurteilung der epithelialen Integrität  

3. Überprüfung der Differenzierung in spezialisierte intestinale Epithelzellen 

4. Vergleich der konfluenzabhängigen Gen- und Proteinexpressionsdaten mit gesunden 

normalen Dünndarmproben und jejunalem Gewebe 

5. Untersuchung des regulatorischen Einflusses von Arzneimitteln auf die Aktivität bzw. 

Expression metabolisierender Enzyme, intestinaler Transportproteine und nukleärer 

Rezeptoren 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Biologisches Material 

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle A1 aufgeführt. Sämtliche der 49 

Zelllinien entstammen der HROC-Kollektion der BioBank Rostock (Nomenklatur: HH, Hanse-

stadt Hamburg, HRO = Hansestadt Rostock, C = KRK, M = Maus, Met = Metastase, T = 

Transfer, Tu = Tumor, plus fortlaufende Nummerierung) (Mullins et al. 2019). Die kommerzi-

ell erhältliche Caco-2-Zelllinie (Martins-Gomes et al. 2022) wurde von der Firma Cell Lines 

Service erworben. Es handelt sich bei allen Zelllinien um etablierte immortalisierte humane 

KRK-Zelllinien. 

Tabelle 1: Verwendete Biopsien aus humanem Dünndarm für Genexpressionsanalysen 

Gewebe Name Lokalisation Herkunft 

Humane Dünndarm-Biopsien  

HROC345 Jejunum 

BioBank Rostock HROC381 Ileum 

HROC503 Ileum 

 

Tabelle 2: Verwendete humane Jejunum-Biopsien für die Proteinquantifizierung 

Gewebe Alter, Geschlecht Herkunft Referenz 

Humane Jejunum-
Biopsien 

24 bis 54 Jahre, 

1 x weiblich, 5 x 
männlich 

sechs Organspender polnischen 
Ursprunges 

(Drozdzik et al. 
2014) 

 

3.1.2 Geräte, Software und Datenbanken 

3.1.2.1 Geräte 

Autoklav Systec 

Bio-Print ST4 Vilber Lourmat 

Brutschrank Memmert 

CytoViva Hyperspectral Imaging System CytoViva Inc. 

Einfrierboxen Nalgene® Labware 

Eisflockenbereiter Scotsman 

Elektrophorese-Netzgerät Life Technologies 

Epithelial Voltohmmeter EVOM3 
World Precision Instruments 

Europe 

FACSVerseTM-Durchflusszytometer BD Biosciences 
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Gelkammer (groß) Bio-Rad Laboratories GmbH 

Gelkammer (klein) Analytik Jena AG 

HandyStep® Brand 

Heizplatte HT21 Harry Gestigkeit 

Homogenisator Precellys® 24 Bertin Instruments 

Kühlschrank 4 °C Liebherr 

Laborschüttler Rocker 3D digital IKA Werke GmbH & Co. KG 

Lichtmikroskop PrimoVert Zeiss 

Magnetrührer mit Heizplatte IKA Werke GmbH & Co. KG 

Mikrowelle Bosch 

NanoDrop1000-Spektrophotometer Thermo Fisher Scientific 

PCR UV3-HEPA-Cabinet Analytik Jena AG 

pH-Meter (pH720) WTW 

Pipettierhelfer, Pipetboy acu 2 INTEGRA Biosciences GmbH 

Präzisionswaage Kern EW KERN & Sohn GmbH 

Ratiolab® accupetta Ratiolab 

Rollenmischer SRT6 Stuart Scientific Ltd. 

Sterile Werkbank Thermo Fisher Scientific 

Tecan Infinite 200 Pro Tecan 

Thermocycler Bio-Rad Laboratories GmbH 

Thermomixer compact Eppendorf 

Tiefkühlschrank -20 °C Liebherr 

Tiefkühlschrank -80 °C PHCBi 

Stickstofftank Worthington Industries, Inc. 

Stickstoffbehälter KGW Isotherm 

Vakuumpumpe VacuSafe Integra Biosciences AG 

ViiATM 7 Real-Time PCR System Life Technologies GmbH 

Vortex-Genie® 2 Scientific Industries 

Wasserbad Memmert 
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Zentrifugen: 

Mini-Zentrifuge 

Mikroliterzentrifuge Mikro 200 

Tischzentrifuge Rotina 420R 

 

Labnet 

Hettich 

Hettich 

3.1.2.2 Software 

Adobe Photoshop CS5 Adobe Inc. 

Citavi 6.14 Swiss Academic Software 

FACSSuiteTM V1.0.6.5230 BD Biosciences 

FlowJo 10.8.1 FlowJo 

GraphPad Prism 9.0.0 Graphpad Software Inc. 

I control Tecan 

Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation 

Ocular Software QImaging 

QuantStudio Real-time PCR Software 1.3 Thermo Fisher Scientific 

VisionCapt Vilber Lourmat 

ZEN core v.2.7 Zeiss 

3.1.2.3 Online-Datenbanken und Hilfsprogramme 

Die für diese Arbeit verwendeten Datenbanken und Hilfsmitteln sind in Tabelle 3 aufgeführt. 

Aufgrund der regelmäßigen Nutzung sind genaue Zeitangaben nicht möglich und sind daher 

nicht angegeben. 

Tabelle 3: Verwendete Online-Datenbanken und Hilfsprogramme 

Name URL (Uniform Resource Locator) 

BioRender https://www.biorender.com/ 

In-Silico-PCR https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr 

Origene https://www.origene.com/ 

Primer-Blast https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 

Pubmed https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ 

 

  

https://www.biorender.com/
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
https://www.origene.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Deckgläser, Plastik, 13 mm, rund Carl Roth GmbH 

Deckgläser, Glas, 13 mm, rund Plano GmbH 

Dispenser-Tips Brand 

FACS-Röhrchen, 5 ml, Rundboden BD Falcon 

Kryo-Röhrchen CryoPure Sarstedt 

Mikroplatte, 96-Well, weiß, opak Greiner Bio-one 

Mikroplatte, 96-Well, U-Boden Greiner Bio-one 

Mikro-Schraubröhre, 2 ml Sarstedt 

Neubauer-Zählkammer  Marienfeld 

Objektträger, 76 x 26 x 1 mm Marienfeld 

Pasteurpipetten Thermo Fisher Scientific 

PCR-Platte Halbrand, 96-Well, transparent Sarstedt 

PCR-Tubes, 0,2 ml Sarstedt 

Pipettenspitzen, ohne Filter divers 

Pipettenspitzen, mit Filter Sarstedt 

Reaktionsgefäße, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Sarstedt 

Reaktionsgefäß, 1,5 ml, SafeSeal Sarstedt 

Reaktionsgefäße, Protein LoBind Eppendorf 

Schutzfolien für PCR-Platten divers 

Serologische Pipetten 

2 ml, 5 ml, 10 ml 
Sarstedt 

Transwell®-24-Well-Zellkultureinsätze, 8 

µm Porengröße 
Greiner Bio-One 

Zellkulturflaschen 

T25, T75, T175 
Sarstedt 

Zellkulturplatten, F-Boden 

6-, 24-, 96-Well 
Sarstedt 

Zellschaber Sarstedt 

Zellsieb, 100 µm Porengröße PluriSelect 

Zentrifugenröhrchen PP, konisch 

15 ml, 50 ml 
Sarstedt 
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3.1.4 Chemikalien und Reagenzien 

100 bp DNA-Leiter  Bioron 

10x PCR-Puffer (inkl. MgCl2) Bioron 

1,25-dihydroxyvitamin D3 Hycultec 

5x Reverse Transkriptase-Puffer Bioron 

5-FU 
Zentralapotheke der Universitätsmedizin 

Rostock 

96 % Ethanol unvergällt Walter-CMP GmbH & Co. KG 

Agarose Genaxxon BioScience GmbH 

Albumin Carl Roth GmbH 

Ameisensäure Sigma-Aldrich 

Ammoniumhydrogencarbonat Sigma-Aldrich 

Azeton RCI Labscan 

Bovines Serumalbumin, Fraktion V Carl Roth GmbH 

Bromphenolblau AppliChem GmbH 

DEPC-behandeltes Wasser divers 

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem GmbH 

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck 

Dithiothreitol Sigma-Aldrich 

DMEM ohne Phenolrot PAN-Biotech 

DMEM/F12 (1:1) PAN-Biotech 

dNTPs (je 10 mM) Bioron 

Ethidiumbromid (10 mg/ml) Carl Roth GmbH 

Essigsäure J.T. Baker 

FACSuiteTM CS&T research beads BD Biosciences 

FACSTM Sheath Fluid BD Biosciences 

Fetales Kälberserum (FKS) PAA 

Fluoresceinisothiocyanat–konjugiertes 

Dextran 4000 (FD-4) 
Sigma-Aldrich 

Glycerin Merck 

Hoechst 33342 Sigma-Aldrich 

Iodacetamid Sigma-Aldrich 
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Irinotecan 
Zentralapotheke der Universitätsmedizin 

Rostock 

Kaliumchlorid Merck 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck 

Kristallviolett Carl Roth GmbH 

L-Glutamin (200 mM) PAA 

Methanol J.T. Baker 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH 

NaOH Carl Roth GmbH 

Oligo(dT)15-Primer und Random-Primer Mix Metabion 

Paraformaldehyd Carl Roth GmbH 

PBS- (ohne Ca2+ und Mg2+) PAN-Biotech 

PBS+ (mit Ca2+ und Mg2+) PAA 

ProteaseMAX™ Promega 

qPCR Mastermix (2x) Low RoxTM (50 nM) Genaxxon BioScience GmbH 

Universal RNA Purification Kit Roboklon 

Reverase (200 U/µl) Bioron 

Rifampicin Carl Roth GmbH 

Oxaliplatin 
Zentralapotheke der Universitätsmedizin 

Rostock 

Taq-Polymerase Bioron 

Tripanblau AppliChem GmbH 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)  AppliChem GmbH 

Triton-X 100 AppliChem GmbH 

Trypsin / EDTA (1:250) PAN-Biotech 

Xylencyanol AppliChem GmbH 
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3.1.4.1 Medien, Puffer und Lösungen 

0,2 % Kristallviolett  

Kristallviolett 

Ethanol (96 %) 

A. dest.                    ad 

2 g 

20 ml 

1000 ml 

 

0,5 % Triton-X  

1x PBS 

Triton-X 

50 ml 

0,25 ml 

 

1 % SDS  

SDS 10 g 

A. dest.                    ad 1000 ml 

 

1x PBS  

10x PBS 

A. dest.                    ad 

9000 ml 

1000 ml 

 

1x TAE-Puffer  

50x TAE-Puffer 

A. dest.                    ad 

20 ml 

1000 ml 

 

10x PBS  

Na₂HPO₄ · 2 H₂O  

NaCl 

KCl 

KH2PO4 

A. dest.                    ad  

18,05 g 

80 g 

2 g 

2 g 

1000 ml 

Die Pufferlösung wurde mit NaOH auf einen pH von 7,4 eingestellt. 

 

4 % Paraformaldehyd  

1x PBS 

Paraformaldehyd 

100 ml 

4 g 

Die Lösung wurde mit NaOH auf einen pH von 7,4 eingestellt. 
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5x Ladepuffer  

EDTA (0,5 M, pH 8,0) 

Bromphenolblau 

Xylencyanol 

A. dest. 

Glycerin 

1,86 g 

0,25 % 

0,25 % 

25 ml 

25 ml 

Die Pufferlösung wurde mit konzentrierter HCl auf einen pH von 8 eingestellt. 

 

50x TAE-Puffer  

Tris-Base 242 g 

EDTA (0,5 M, pH 8,0) 100 ml 

Essigsäure 57,1 ml 

A. dest.                    ad 1000 ml 

Die Pufferlösung wurde mit NaOH auf einen pH von 8 eingestellt. 

 

70 % Ethanol  

96 % Ethanol 

A. dest. 

364,5 ml 

135,5 ml 

 

Einfriermedium  

FKS 

Dimethylsulfoxid 

50 ml 

10 % 

 

Blockierungspuffer  

1x PBS 

BSA 

50 ml  

10 %  

 

Zellkulturmedium 0 % FKS  

DMEM/Hams F12  

L-Glutamin 

500 ml  

2 mM  

 

Zellkulturmedium 10 % FKS  

DMEM/Hams F12 

FKS 

L-Glutamin 

500 ml  

10 %  

2 mM  
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3.1.4.2 Antikörper 

Tabelle 4: Verwendete Antikörper für immunzytochemische Färbungen 

Name Hersteller Verdünnung Spezies 

Muc-2 Santa Cruz Biotechnology 1:50 Mensch 

Chromogranin A Santa Cruz Biotechnology 1:50 Mensch 

Lysozym Santa Cruz Biotechnology 1:50 Mensch 

ZO-1 Santa Cruz Biotechnology 1:50 Ratte 

 

Tabelle 5: Verwendete Antikörper für durchflusszytometrische Analysen 

Name Fluorochrom Isotyp Hersteller 

CD15 PerCP Maus IgG1 BioLegend 

CD24 PE Maus IgG1 ImmunoTools 

CD29 APC Maus IgG1 BioLegend 

CD39 APC-Cy7 Maus IgG1 BioLegend 

CD40 APC Maus IgG1 ImmunoTools 

CD43 FITC Maus IgG1 ImmunoTools 

CD44 APC Maus IgG2b ImmunoTools 

CD50 FITC Maus IgG1 ImmunoTools 

CD54 APC Maus IgG2b ImmunoTools 

CD55 FITC Maus IgM ImmunoTools 

CD56 PE Maus IgG2a ImmunoTools 

CD58 PE-Cy7 Maus IgG1 BioLegend 

CD66adecb FITC Maus IgG1 ImmunoTools 

CD69 APC-Cy7 Maus IgG1 BioLegend 

CD71 APC Maus IgG1 ImmunoTools 

CD86 PE-Cy7 Maus IgG2b BioLegend 

CD102 FITC Maus IgG2a Acris 

CD152 PE Maus IgG1 BioLegend 

CD171 PE Maus IgG2a BioLegend 

CD178 PE Maus IgG1 eBioscience 

CD274 PE-Cy7 Maus IgG2b BioLegend 

CD326 APC Maus IgG2b Miltenyi 
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3.1.4.3 Kits 

Tabelle 6: Verwendete Kits für Genexpressionsanalysen und Proteinquantifizierung 

Name Hersteller 

Bicinchoninsäure-Assay Thermo Fisher Scientific 

CYP3A4/Luciferin-IPA P450-Glo™ Assay Promega 

Precellys Tissue RNA Kit Peqlab 

ProteoExtract Native Membrane Protein Extraction Kit Merck 

Universal RNA Purification Kit Roboklon 

3.1.4.4 Oligonukleotide 

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion synthetisiert. Die für die 

Genexpressionsanalysen verwendeten Primer sind in Tabelle 7 aufgeführt.  

Tabelle 7: Verwendete Primer für Genexpressionsanalysen 

Primer 
NCBI 

Referenz 
Sequenz (5‘-3‘) 

Fragment-
größe (bp) 

Annealing-
temperatur 

(°C) 

ABCB1 

(P-gp) 
NM_000927.5 

GCTGTCAAGGAAGCCAATGCCT 

TGCAATGGCGATCCTCTGCTTC 
120 58 

ABCG2 
(BCRP) 

NM_004827.3 
GTTCTCAGCAGCTCTTCGGCTT 

TCCTCCAGACACACCACGGATA 
145 58 

GAPDH NM_001357943.2 
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

GAAGATGGTGATGGGATTTC 
226 58 

NR1I1 
(VDR) 

NM_000376.3 
CGCATCATTGCCATACTGCTGG 

CCACCATCATTCACACGAACTGG 
101 58 

NR1I2 
(PXR) 

NM_022002.3 
GCTGTCCTACTGCTTGGAAGAC 

CTGCATCAGCACATACTCCTCC 
124 58 

OCLN 

(Occludin) 
NM_002538.1 

ATGGCAAAGTGAATGACAAGCGG 

CTGTAACGAGGCTGCCTGAAGT 
124 58 

SLC2A2 
(GLUT-2) 

NM_000340.2 
ATGTCAGTGGGACTTGTGCTGC 

AACTCAGCCACCATGAACCAGG 
131 58 

SLCO2B1 
(OATP2B1) 

NM_001145212.3 
TGGGCACAGAAAACACACCT 

CGGCTGCCAAAATAGCTCAC 
265 58 

UGT1A6 NM_001072.4 
GCAAAGCGCATGGAGACTAAGG 

GGTCCTTGTGAAGGCTGGAGAG 
148 58 

3.1.4.5 Peptide 

Tabelle 8: Verwendete proteospezifische Peptide für LC-MS/MS 

Protein Peptidsequenz 

BCRP SSLLDVLAAR 

OATP2B1 SSPAVEQQLLVSGPGK 

PEPT1 TLPVFPK 

P-gp AGAVAEEVLAAIR 



Material und Methoden 

27 
 

3.2 Methoden 

Sämtliche Experimente erfolgten in den Laboren der Molekularen Onkologie und Immunthe-

rapie (PD Dr. rer. nat. Michael Linnebacher) im BMFZ und im Biomedicum an der Universi-

tätsmedizin Rostock. Eine Übersicht über die einzelnen Arbeitsschritte und verwendeten Me-

thoden ist in Abbildung 7 dargestellt.  

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der verwendeten Methoden. Dargestellt sind die einzel-
nen Arbeitsschritte zur Identifizierung und Charakterisierung neuartiger humaner intestinaler in vitro 
Modelle, erstellt mit BioRender.com (2023). CYP3A4: Cytochrom P450 3A4, FD4: 
Fluorescinisothiocyanat-dextran 4, IECs: intestinale Epithelzellen, LC-MS/MS: Flüssigkeitschromato-
grafie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie, PCR: Polymerase-Kettenreaktion, REM: Raster-
elektronenmikroskopie, TEER: Transepithelialer elektrischer Widerstand, TJ: Tight Junctions. 

3.2.1 Etablierung von humanen kolorektalen Karzinom-Zelllinien 

Die Etablierung der HROC-Zelllinien erfolgte in der Arbeitsgruppe Molekulare Onkologie und 

Immuntherapie aus der Abteilung für Allgemein-, Viszeral-, Gefäß- und Transplantationschi-

rurgie der Chirurgischen Klinik und Poliklinik der Universitätsmedizin Rostock. Hierzu wurden 

Gewebestücke aus KRK-Resektaten von Patienten oder aus Xenotransplantaten der Maus 

mithilfe von Skalpellen zerkleinert, mit einer Pipettenspitze in phosphatgepufferter Saline 

(phosphate-buffered saline, PBS) aufgenommen, durch ein Zellsieb (Porengröße 100 µm, 

PluriSelect) filtriert und bei 300 g für 7 min zentrifugiert. Die Zellen wurden in Zellkulturmedi-

um aufgenommen, in kollagenbeschichteten 6-Well-Zellkulturplatten ausgesät und in einem 
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Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Patienten ohne aus-

drückliche schriftliche Einwilligung zur Verwendung des Biomaterials wurden von der Pro-

benahme ausgeschlossen. Die Verarbeitung des Patientenmaterials wurde durch die Ethik-

kommission der Universitätsmedizin Rostock genehmigt (Referenznummer II HV 43/2004 

und A 45/2007). 

3.2.2 Zellkultur 

Für die Kultivierung der HROC- und Caco-2-Zellen sind grundsätzlich aseptische Bedingun-

gen erforderlich. Sämtliche Zellkulturarbeiten fanden daher unter einer Sterilwerkbank 

(Thermo Fisher Scientific) statt. Alle hitzebeständigen Verbrauchsmaterialien wurden zuvor 

durch Autoklavieren sterilisiert. Die für die Zellkultur verwendeten Plastikmaterialien waren 

von Sarstedt, Reagenzien von PAN-Biotech, falls nicht anders angegeben.  

3.2.2.1 Kultivierung und Passagieren 

Die Zellen wurden in DMEM/F12 (1:1) mit 10 % FKS (fetales Kälberserum) und 2 mM L-

Glutamin bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen kultiviert. Das 

Kulturmedium wurde jeden zweiten bis vierten Tag gewechselt. Die Zellen wurden bei einer 

Konfluenz von etwa 60 bis 70 % passagiert. Hierzu wurden die Zellen einmal mit PBS- (ohne 

Ca2+ und Mg2+) gespült, um Mediumreste zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen für 

10 bis 30 min bei 37 °C mit Trypsin / EDTA (1:250) behandelt. Durch wiederholtes Auf- und 

Abpipettieren von Zellkulturmedium mit einer Pasteurpipette wurden die Zellen vom Fla-

schenboden gelöst und die Wirkung des Trypsins durch das FKS inaktiviert. Die geernteten 

Zellen wurden gezählt und im Anschluss für Experimente oder für die Kryokonservierung 

genutzt. Für die weitere Kultivierung wurden die Zellen mit einem Verdünnungsfaktor zwi-

schen 1:5 bis 1:10 verdünnt und in die Zellkulturflasche eingesät. Um Veränderungen in Be-

zug auf die Morphologie, Proliferation und Genexpression zu vermeiden, wurden die Zellli-

nien maximal bis Passage 45 genutzt und alle Experimente innerhalb von 20 Passagen 

durchgeführt. Die Zellen wurden in regelmäßigen Abständen auf Kontaminationen mit 

Mykoplasmen getestet.  

3.2.2.2 Zellzahlbestimmung 

Die Bestimmung der Zellzahl der lebenden Zellen erfolgte mithilfe der Neubauer-

Zählkammer und der Trypanblau-Färbung. Bei Trypanblau handelt es sich um einen anioni-

schen Farbstoff, der die Plasmamembran toter Zellen durchdringt und an Proteine bindet. 

Apoptotische Zellen werden dadurch dunkelblau angefärbt und sind somit mikroskopisch von 

ungefärbten lebenden Zellen abzugrenzen. Nach der Zellernte wurde die Zellsuspension im 

Verhältnis von 1:1 mit 0,2 % Trypanblau in einer 96-Well-Zellkulturplatte mit U-Boden (Grei-
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ner Bio-One) gemischt. Ein Teil der angefärbten Zellsuspension wurde auf einen Objektträ-

ger mit einer Neubauer-Zählkammer (Marienfeld) pipettiert und bei 10-facher Vergrößerung 

unter dem Lichtmikroskop (Zeiss) betrachtet. Die Anzahl der lebenden Zellen (N) wurden in 

zwei Großquadraten (Q) ausgezählt und die Zellkonzentration pro ml (D) unter Berücksichti-

gung des Verdünnungsfaktors V (= 2) anhand folgender Formel verrechnet: 

 
D = N/Q ∙ V ∙ 104 

3.2.2.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

Die Suspensionszellen wurden während der gesamten Zellkulturarbeiten regelmäßig kryo-

konserviert, um auf Zellen tieferer Passagen zurückzugreifen oder diese im Falle einer Kon-

tamination erneut zu kultivieren. Dazu wurden 3∙106 Zellen in je 1,5 ml Einfriermedium aufge-

nommen, in beschriftete Kryo-Röhrchen überführt und mithilfe eines Einfriercontainers auf -

80 °C heruntergekühlt. Das zugesetzte DMSO (Dimethylsulfoxid) wirkt als Frostschutzmittel 

und sorgt für eine hohe Überlebensrate der Zellen nach dem Auftauen. Die Langzeitlagerung 

der Suspensionszellen erfolgte in einem flüssigen Stickstofftank bei -150 °C. Für die erneute 

Kultivierung wurden die Kryoröhrchen aufgetaut, die Zellsuspension in 10 ml Zellkulturmedi-

um aufgenommen und in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen transferiert. Nach der Zellzahlbe-

stimmung wurde die Zellsuspension für 7 min bei 300 g zentrifugiert und der Überstand de-

kantiert, um überschüssiges DMSO zu entfernen. Die Zellen wurden entsprechend der 

Zellzahl in Zellkulturflaschen mit 5 ml, 10 ml oder 20 ml Zellkulturmedium ausgesät und im 

Brutschrank inkubiert. 

3.2.2.4 Behandlung mit Rifampicin und Vitamin D3 

Für die Untersuchung der Medikamenten-Gen-Interaktion von Phase II-III-Enzymen wurden 

die Zellen mit 20 µM Rifampicin und 100 nM VD3 über einen Zeitraum von 72 h behandelt. 

Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 2 bis 5∙105 Zellen pro Well in unbeschichtete 6-

Well-Zellkulturplatten ausgesät. Nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz wurde das Zell-

kulturmedium durch die Prüfsubstanzen 20 µM Rifampicin (gelöst in DMSO) und 100 nM 

VD3 (gelöst in Ethanol) ersetzt und täglich erneuert. Den korrespondierenden Kontrollen 

wurde Zellkulturmedium mit 0,1 % DMSO (v/v) bzw. 0,1 % Ethanol (v/v) zugeführt. Nach der 

Inkubation wurden die adhärenten Zellen mithilfe eines Zellschabers schonend abgelöst, 

mehrmals resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß mit SafeSeal-Verschluss transferiert 

und bei 4 °C bei 300 g für 7 min abzentrifugiert. Abschließend wurde der Überstand entfernt, 

die Zellpellets in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -

20 °C gelagert.  
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3.2.3 Charakterisierung 

3.2.3.1 Morphologie und Wachstumsverhalten 

Die Beurteilung der morphologischen Eigenschaften erfolgte zunächst durch eine Vorunter-

suchung der Zelllinien, anhand derer einzelne Linien mit ungeeigneten morphologischen Ei-

genschaften von weiteren Versuchen ausgeschlossen wurden. Hierzu zählten im Einzelnen: 

langsames Anwachsen der Zellen, Wachsen in inselartigen Kolonien, kein lückenloser epi-

thelartiger Bewuchs, ein rasches Absterben der Zellen nach Erreichen der Konfluenz sowie 

die übermäßige Bildung domartiger Strukturen. Die Zellen wurden hierzu in einer Dichte von 

2 bis 5∙105 pro Well in unbeschichtete 6-Well-Zellkulturplatten ausgesät und über einen Zeit-

raum von vier Wochen im Brutschrank inkubiert. Die Morphologie der einzelnen Zelllinien 

wurde fotodokumentarisch mithilfe eines Lichtmikroskopes mit gekoppelter Kamera und der 

ZEN core Software (Zeiss) festgehalten. 

3.2.3.2 Zellproliferation 

Für die Bestimmung der Verdopplungszeit wurden die Zellen je nach Wachstumsverhalten in 

einer Dichte von 2,5·103 bis 5∙104 pro Well in unbeschichtete 24-Well-Zellkulturplatten aus-

gesät. Nach 48 h Inkubationszeit im CO2-Brutschrank wurden die Zellen täglich an vier auf-

einanderfolgenden Tagen mit 0,2 % Kristallviolett (KV) angefärbt. Dabei wurde jeweils das 

Medium entfernt, die Zellen mit PBS- gewaschen und mit 500 µl KV für 20 min unter Schüt-

teln bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS- wurde das mit 

lebenden Zellen interkalierende KV mit 1 ml 1 % Natriumdodecylsulfat (SDS) gelöst und für 

20 min bei RT inkubiert. Die Absorption wurde bei 570 nm am Tecan Infinite 200 Pro gemes-

sen. Die Verdopplungszeit kann mithilfe der Berechnung des exponentiellen Wachstums 

bestimmt werden. Dabei stellt N0 den Anfangsbestand, λ die Wachstumskonstante und t die 

Zeit dar. 

 
N(t) = N0 · e

λ·t  

 
Für die Bestimmung der Verdopplungszeit (T) gilt hierbei:  

 

T = 
ln(2)

λ
 

3.2.3.3 Zellmigration 

Der in vitro wound healing assay stellt eine schnelle und einfache Technik dar, um die 

Wundschließungszeit und somit die Zellmigration der Zellen zu bestimmen. Hierzu wurden 

die Zellen in einer Dichte von 2 bis 5∙105 pro Well in unbeschichtete 6-Well-Zellkulturplatten 
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ausgesät. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Medium auf 0 % FKS umgestellt und 

mittels einer 10 µl Pipettenspitze eine Wunde gekratzt. Um überschüssiges Zellmaterial zu 

entfernen, wurde vorsichtig mit PBS- gespült. Als Orientierungshilfe wurde eine Linie auf der 

Rückseite der Platte aufgetragen. Die Weite der Wunde wurde fotodokumentarisch täglich 

für den Zeitraum von maximal 96 h bei vierfacher Vergrößerung festgehalten. Daraus erfolg-

te die Berechnung der Zellmigrationsrate RM durch Subtraktion der initialen Weite der Wunde 

(WI) mit der finalen Weite der Wunde (WF) dividiert durch die Zeit t. Die errechnete Zellmigra-

tionsrate wurde in µm/h angegeben. 

 

RM = 
(W  - W )

t
 

3.2.3.4 Durchflusszytometrische Analyse von Zelloberflächen-Antigenen 

Die Immunphänotypisierung durch Durchflusszytometrie (FACS) mit fluoreszenzmarkierten 

Antikörpern erlaubt die Analyse der Expression membrangebundener Glykoproteine, soge-

nannter CD-Marker (Cluster of Differentiation). Es handelt sich zumeist um Antigene mit un-

terschiedlichen Eigenschaften und Funktionen, darunter Antigene mit therapeutischer Rele-

vanz. Aufgrund des Expressionsmusters kann ein Antigenprofil der jeweiligen Zelllinie erstellt 

werden, wodurch sich Rückschlüsse auf den Differenzierungsgrad ziehen lassen. Da die 

Analyse einzig zur Charakterisierung der einzelnen Zelllinien beitragen soll, wurde die Caco-

2-Zelllinie als Referenz nicht mitgeführt. Die Zellen wurden für diese Analyse bei 60 bis 70 % 

Konfluenz geerntet.  

Für die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zelloberflächen-Antigene durch direkte 

Antikörperfärbung mithilfe Fluoreszenzfarbstoff-markierter Antikörper markiert und in einem 

FACSVerseTM-Durchflusszytometer (BD Biosciences) der Core Facility für Zellsortierung und 

Zellanalyse der Universitätsmedizin Rostock analysiert. Für die Oberflächenfärbung wurden 

pro Ansatz 2∙105 Zellen in 500 µl Blockierungspuffer aufgenommen, in ein FACS-Röhrchen 

überführt und zweimal bei 350 x g für 5 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Blockie-

rungspuffer mit jeweils 5 µl Antikörperlösung in einem Gesamtvolumen von 100 µl aufge-

nommen, gevortext und lichtgeschützt für 15 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die 

Zellen zweimal gewaschen, um nichtgebundene Antikörper zu entfernen. Das Zellpellet wur-

de in 500 µl Blockierungspuffer aufgenommen und bis zur Messung lichtgeschützt bei 4 °C 

gelagert. Pro untersuchter Zelllinie wurde eine ungefärbte Probe als Kontrolle mitgeführt. 

Das FACSVerseTM-Durchflusszytometer ist mit einem blauen (488 nm) und roten (633 nm) 

Laser ausgestattet und erlaubt die simultane Messung von sechs Fluoreszenzfarbstoffen. 

Folgende Fluorochrome konnten somit parallel genutzt werden: Allophycocyanin (APC), 

Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), 
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PE-Cyanin7 (PE-Cy7) und APC-Cy7. Eine Übersicht über die verwendeten Antikörper ist in 

Tabelle 5 gelistet. Die Messung der Zellen erfolgte mit der Software FACSSuiteTM (BD 

Biosciences) und die Auswertung mit FlowJo (FlowJo). In Vorversuchen wurden Kompensa-

tionseinstellungen durchgeführt, um überlagerte Fluoreszenzsignale und somit Fehldetektio-

nen zu vermeiden. Vor Beginn der Messung erfolgte zunächst eine tägliche Qualitätskontrol-

le mithilfe von einheitlich fluoreszierenden Kalibrierungspartikeln (BD Biosciences). Bei der 

Auswertung wurde die Zellpopulation der ungefärbten Kontrolle markiert und durch das Auf-

tragen von Forward Scatter Fläche (FSC-A) gegen Höhe (FSC-H) Zellaggregate herausgefil-

tert. Anschließend wurde die Side Scatter Fläche (SSC-A) gegen die Höhe (SSC-H) aufge-

tragen und diese Einstellungen auf alle Messungen angewendet. Nekrotische und 

apoptotische Zellen sowie Zelldebris wurde somit anhand der Eigenschaften im Scatter er-

fasst und ausgeschlossen und Tumorzellen mit möglichst geringem Hintergrund herausgefil-

tert. Dadurch konnte aufgrund ihrer Größe und Granularität die typische Tumorzellpopulation 

markiert werden. Der prozentuale Anteil positiv gefärbter Zellen wurde dann mithilfe von His-

togrammen ermittelt. 

3.2.3.5 Chemosensitivität-Testung 

Für die Bestimmung der Chemosensitivität wurden insgesamt 23 Zelllinien, einschließlich der 

Caco-2 Zelllinie, bezüglich ihrer Sensitivität auf klinisch zur Therapie des KRK eingesetzten 

Therapeutika getestet. Hierfür wurden die Wirkstoffe 5-FU, Capecitabin, Irinotecan und 

Oxaliplatin verwendet. Die jeweiligen Konzentrationen wurden an eine optimale Berechnung 

der IC50 (mittlere inhibitorische Konzentration) angepasst. Für diese Versuche wurden auch 

einige der zuvor ausgeschlossenen Zellmodelle als Vergleichsgröße mitgeführt. Die Zellen 

wurden als Triplikate mit einer Zelldichte von 0,5 bis 1∙104 Zellen pro Well in 150 µl Zellkul-

turmedium (10 % FKS) in 96-Well-Zellkulturplatten ausgesät und für 24 h inkubiert. Um die 

finale Konzentration zu erreichen, wurden die Chemotherapeutika in 50 µl Zellkulturmedium 

aufgenommen, in zuvor festgelegten Verdünnungsstufen in die Wells pipettiert und insge-

samt für 144 h inkubiert. Nach 72 h Inkubationszeit erfolgte ein Mediumwechsel und die 

Chemotherapeutika wurden erneut aufgetragen. Die Totkontrolle wurde durch Abtöten der 

Zellen mit PBS- erreicht. Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen mit PBS- gewaschen 

und mit 50 µl 0,2 % KV für 20 min bei RT gefärbt. Im Anschluss wurde das KV entfernt, die 

Wells dreimal mit PBS- gewaschen und die Platten für die Trocknung bei RT belassen. Das 

gebundene KV wurde in 100 µl 1 % SDS gelöst, für 20 min bei RT auf dem Laborschüttler 

inkubiert und die Absorption bei 570 nm am Tecan Infinite 200 Pro gemessen. Die normali-

sierte Zellviabilität wurde im Verhältnis zur unbehandelten Kontrolle mithilfe folgender Formel 

berechnet:  
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Zellviabilität (%) = 
(Probe - Totkontrolle)

 Lebendkontrolle - Totkontrolle 
 ∙ 100 

 

3.2.3.5.1 Bestimmung der IC50 

 

Bei der IC50 handelt es sich um die mittlere Substratkonzentration, die nach entsprechender 

Inkubationszeit zu einer Hemmung des Zellwachstums von 50 % führt. Die IC50 wurden für 

die vier Wirkstoffe in den HROC-Zelllinien und der Caco-2 ermittelt. Hierfür wurden die Mit-

telwerte der um die Lebendkontrolle normalisierten Zellviabilitäten (%) verwendet. Mithilfe 

der Software GraphPad Prism 9 (Graphpad Software Inc.) wurden diese in logarithmische 

Werte transformiert und auf einen Wertebereich von 0 bis 100 normalisiert. Im Anschluss 

erfolgte eine nicht-lineare Regressions-Analyse.  

3.2.4 Untersuchung der epithelialen Integrität 

Nach Kultivierung der jeweiligen Zellmodelle wurde deren Barriereintegrität anhand der Mes-

sung des epithelialen Widerstandes sowie eines Permeabilitätstests analysiert und validiert.  

3.2.4.1 Transepithelialer elektrischer Widerstand 

Um die Barriereintegrität der in den Transwell kultivierten Zellen zu messen, wurde zunächst 

der transepitheliale/transendotheliale Widerstand (TEER) der Zellen ermittelt. Hierbei gilt ein 

TEER ≥ 300 Ω∙cm2 als Evidenz für die Bildung einer funktionellen Barriere mit gut ausgebil-

deten TJ (Srinivasan et al. 2015; Ghaffarian und Muro 2013). Die TEER-Messung ist eine 

quantitative nicht-invasive Echtzeitmessung zur Bestimmung der Integrität und Permeabilität 

eines Epithels bzw. Endothels (Benson et al. 2013; Srinivasan et al. 2015). Der elektrische 

Widerstand kann hierbei mit handelsüblichen Messsystemen wie dem Epithelial Voltohmme-

ter EVOM3 (World Precision Instruments) ermittelt werden, wobei eine Elektrode in das api-

kale Kompartiment und die andere in das basolaterale Kompartiment eingebracht wird (Bed-

narek 2022). Für die Bestimmung des TEER wurden jeweils 4∙104 Zellen in 24-Well-

Transwell®-Zellkultureinsätze (Greiner) ausgesät. Die basolaterale Kammer wurde dabei mit 

750 µl und die apikale Kammer mit 150 µl Zellkulturmedium befüllt. Pro Durchgang wurde ein 

zellfreies Insert für die Messung des Leerwiderstands der semipermeablen Membran ge-

nutzt. Die TEER-Messungen erfolgten von Tag 1 (d1) bis d21 nach Aussaat. Da es sich bei 

der TEER-Messung um eine temperatursensitive Technik handelt, wurde die Platte für min-

destens 20 min vor der eigentlichen Messung bei RT belassen. Zur Vermeidung von Konta-

minationen wurden die Elektroden zuvor mit 70 % Ethanol sterilisiert.  

 
Der transepitheliale Widerstand R wird aus der Differenz des Absolutwertes und dem 

Leerwert (Blank) errechnet.  
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RGewebe (Ω) = RTotal - RBlank 

 

R verhält sich hierbei umgekehrt proportional zur effektiven Fläche der semipermeablen 

Membran (MFläche = 0,336 cm2) und wird in cm2 angegeben (Haorah et al. 2008).  

 

RGewebe (Ω) α 
1

M l che (cm
2)

 

 

Die finalen TEER-Werte (TEERFinal) werden üblicherweise in Ω∙cm2 angegeben. Für die Be-

rechnung der TEERFinal werden die Rohdaten (RGewebe) mit der effektiven Fläche multipliziert 

(Haorah et al. 2008; Watson et al. 2013). 

 
TEERFinal = RGewebe (Ω) · MFläche (cm2) 

 

3.2.4.2 FITC-Dextran Permeabilitäts-Assay 

Die Untersuchung der parazellulären Permeabilität erfolgte mithilfe des FITC-konjugierten 

Dextran 4 (FD4) kDa (Kilodalton) Permeabilitäts-Assay. Dextran ist ein Glucosepolymer mit 

leicht zugänglichen Hydroxyl- und Carbonylgruppen, das häufig als Tracermolekül eingesetzt 

wird, da es parazellulär durch kultivierte Zelllayer passieren kann (Neely 1960; Miyazaki et 

al. 2017). Dextran ist zudem gut in Wasser löslich, wird nicht aktiv von Zellen transportiert 

und findet daher häufig Anwendung in Permeabilitätsstudien (Bednarek 2022). Die Permea-

bilitäts-Messungen wurden an d3, d5, d7, d9, d14 und d21 im direkten Anschluss an die 

TEER-Messungen durchgeführt. Hierzu wurden die Zellkultureinsätze mit PBS- gewaschen, 

die basolaterale Kammer mit 500 µl DMEM ohne Phenolrot und die apikale Kammer mit 150 

µl FD4 (0,4 mg/ml, gelöst in PBS-) befüllt. Nach 20 min Inkubationszeit bei RT wurden 100 µl 

der basolateralen Kammer entnommen und als Duplikate in weiße opake 96-Well-

Mikroplatten transferiert. Die Fluoreszenzintensität (F) wurde dann mithilfe des Tecan Infinite 

200 Pro bei einer Exzitation von 485 nm und Emission von 535 nm bestimmt. Der Leerwert 

(FBlank) wurde von den Rohdaten subtrahiert und die FD4-Konzentration in Prozent des auf 

100 % gesetzten Leerwertes errechnet.  

 

% Permeabilität = 
 Probe -   lank

 Total -   lank

 · 100 

3.2.5 Untersuchung des Differenzierungsgrades 

3.2.5.1 Immunzytochemische Färbung konfluenter Zelllayer 

Die Untersuchung der Expression und der Lokalisation des TJ-Protein ZO-1 sowie der intes-

tinalen Zellmarker MUC2, LYZ und CHGA erfolgte mittels Immunzytochemie. Hierfür wurden 
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runde unbeschichtete 13 mm-Plastikdeckgläschen (Carl Roth GmbH) mit absolutem Ethanol 

sterilisiert und in unbeschichtete 24-Well-Zellkulturplatten transferiert. Die Zellen wurden in 

einer Dichte von 104 pro Well ausgesät und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Für 

ZO-1 erfolgte die Fixierung mit Methanol/Azeton (1:1) für 20 min bei -20 °C, die restlichen 

Proben wurden mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) für 10 min bei RT fixiert. Die Zellen wurden 

zweimal mit PBS
-
 gewaschen und mit 0,5 % Triton X-100 (AppliChem) für 5 min bei RT 

permeabilisiert. Nach erneutem Waschen mit PBS
-
 wurden die Proben mit den primären An-

tikörpern (verdünnt in PBS-, siehe Tabelle 4) für 1 h bei RT und anschließend über Nacht 

lichtgeschützt bei 4 °C inkubiert. Für die Gegenfärbung der Zellkerne wurden die Proben 

gewaschen und mit Hoechst 33342 (1:250 in PBS-, Hycultec) für 5 min lichtgeschützt bei RT 

inkubiert. Die Visualisierung erfolgte am hyperspektralen Dunkelfeld-Mikroskop CytoViva® 

(CytoViva, Inc.) in der Orthopädischen Klinik und Poliklinik der Universitätsmedizin Rostock 

mit einem 60-fachen Öl-Immersionsobjektiv und der Ocular Software V2.0. (QImaging Ocular 

Software). Für die Anpassung des Kontrastes sowie die Bildüberlagerung wurde Photoshop 

CS5 (Adobe Inc.) verwendet.    

3.2.5.2 Rasterelektronenmikroskopie 

Die konfluenten Zelllayer der HROC-Zelllinien und Caco-2 wurden zur Untersuchung von 

Zell-Zell-Kontakten und der Bildung von Mikrovilli-Strukturen rasterelektronenmikroskopisch 

untersucht. Die Zellen wurden hierfür in 24-Well-Zellkulturplatten in einer Dichte von 104 pro 

Well auf 13 mm-Glasdeckgläschen (Plano) ausgesät und bis zum Erreichen einer 100%igen 

Konfluenz im Brutschrank inkubiert. Nach Entfernung des Zellkulturmediums wurden die Zel-

len vorsichtig mit PBS+ (PAA) gewaschen und anschließend bei 4 °C in Fixierlösung (2 % 

Glutaraldehyd-Lösung und 1 % PFA in 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,3) inkubiert. Die 

weitere Bearbeitung der Proben erfolgte im Elektronenmikroskopischen Zentrum der Univer-

sitätsmedizin Rostock. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer folgte 

die Trocknung der Deckgläschen in einer aufsteigenden Ethanolreihe in destilliertem Wasser 

(30 % für 2 min, 50 % für 5 min und für 15 min in je 70 %, 90 % und absolutem Ethanol). 

Anschließend wurden die Deckgläschen mit CO2
 nach Herstellerangaben in einem Emitech 

K850 (Emitech/Quorum Technologies Ltd.) kritisch-Punkt-getrocknet. Die Leitfähigkeit der 

Oberfläche wurde durch ein Sputter-Beschichtungsverfahren gewährleistet. Dabei wurden 

die getrockneten Proben mithilfe des Leica SCD 500 sputter coater (Leica Microsystems) mit 

10 bis 15 nM Gold überschichtet. Die Zelloberflächen wurden schließlich in einem Merlin VP 

Compact-Rasterelektronenmikroskop (REM) mit Feldemissionskathode (Zeiss) unter einer 

Beschleunigungsspannung von 5 kV bei einem Arbeitsabstand von 5 bis 6 mm untersucht. 

Für die digitale Bilderfassung einer Bildgröße von bis zu 1024∙756 Pixel wurde ein hocheffi-

zienter Sekundärelektronendetektor verwendet. 



Material und Methoden 

36 
 

3.2.6 Expressionsanalysen 

3.2.6.1 Bestimmung der CYP3A4-Aktivität 

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivität des CYP3A4-Enzyms wurde der 

CYP3A4/Luciferin-IPA P450-Glo™ Assay (Promega) genutzt. Bei Luciferin-IPA handelt es 

sich um ein hochsensitives und selektives System für die Bestimmung der CYP3A4-Aktivität. 

Die Substrate des Assay sind CYP-Enzym-Substrate, sogenannte Proluciferine. Diese sind 

Derivate des Leuchtkäfer-Luciferin (D-Luciferin). Das Enzym CYP3A4 katalysiert dabei die 

Reaktion von Luciferin-IPA in Leuchtkäfer-Luciferin. In einer zweiten Reaktion wird D-

Luciferin durch die Luciferin-Detektionsreagenz (Esterase) erkannt, wodurch ein Lichtsignal 

entsteht. Die Intensität des Lichtes ist proportional zur Menge des D-Luciferin und somit zur 

CYP3A4-Enzymaktivität. Für diese Arbeit wurde das zellbasierte nicht-lytische Verfahren 

angewendet und nach Herstellerangaben bei RT durchgeführt.  

Die Zellen wurden hierfür als Duplikate mit einer Zelldichte von 0,5 bis 1∙104 Zellen pro Well 

in 96-Well-Zellkulturplatten ausgesät. Nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz wurde das 

Zellkulturmedium durch die in Medium gelösten Prüfsubstanzen 20 µM Rifampicin, 100 nM 

VD3 und 100 µM Dexamethason ersetzt und täglich über einen Zeitraum von 72 h erneuert. 

Als Kontrolle wurde für Rifampicin und Dexamethason Zellkulturmedium mit 0,1 % DMSO, 

für VD3 mit 0,1 % Ethanol (v/v) genutzt. Nach der Behandlung wurden die Zellen mit PBS- 

gewaschen und mit 50 µl pro Well Luciferin-IPA/Medium (1:1000) für 60 min bei RT inkubiert. 

25 µl des Überstandes wurden als Duplikate in weiße opake 96-Well-Mikroplatten transferiert 

und 25 µl Detektionsreagenz zugesetzt. Nach 20 min Inkubationszeit bei RT wurde die emit-

tierende Lumineszenz am Tecan Infinite 200 Pro bei einer Integrationszeit von 1 s in relati-

ven Lichteinheiten (relative light units, RLU) ausgegeben. Die CYP3A4-Aktivität wurde zwi-

schen der Kontrollgruppe, 24 h, 48 h und 72 h nach Behandlung verglichen. Die Hintergrund-

Lumineszenz wurde von allen Werten subtrahiert und die x-fache Veränderung der Aktivität 

durch Division der gemessen Werte mit denen der jeweiligen Kontrollgruppe errechnet.  

3.2.6.2 mRNA-Quantifizierung 

3.2.6.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Dünndarmproben 

Als Referenz für die intestinale Genexpression wurde die Gesamt-RNA aus Normalgewebe 

von drei unterschiedlichen Dünndarmbiopsien isoliert. Die Proben stammten aus der Gewe-

besammlung der BioBank Rostock und wurden bis zur Aufarbeitung bei -150 °C gelagert. 

Für die Aufarbeitung wurde das Precellys Tissue RNA Kit (Peqlab) verwendet. Um die RNA 

aus dem Gewebe zu isolieren, wurden maximal 20 mg des schockgefrorenen Gewebes mit 

einem Hammer zerkleinert, mit einer zuvor sterilisierten Pinzette in 1,5 ml Reaktionsgefäße 

überführt und im Anschluss mit Lysepuffer behandelt. Die Proben wurden zweifach bei 6 500 



Material und Methoden 

37 
 

rpm für 20 s im Homogenisator Precellys® 24 (Bertin Instruments) zentrifugiert und erneut 

mit Lysepuffer versetzt. Nach sorgfältigem Vortexen des Gemisches für 5 s wurde das Puf-

fer-Gewebe-Gemisch unter kontinuierlichem Schütteln (750 rpm) für 1 h bei RT inkubiert. Die 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) wurde durch Zentrifugation für 2 min bei 10 000 g entfernt, 

die Filtrate nach Zusetzen von 70 % Ethanol auf die RNA-Bindesäulen geladen und für 2 min 

bei 10 000 g zentrifugiert. Nachdem die RNA für 1 min bei 10 000 g gewaschen wurde, er-

folgte die Behandlung mit DNAse I, um verbleibende Kontaminationen zu entfernen. Die 

Proben wurden erneut gewaschen, für 2 min bei 10 000 g trockenzentrifugiert und mit zwei-

facher Wiederholung in RNase-freiem Wasser für 1 min bei 6 000 g eluiert. Die isolierte RNA 

wurde im Anschluss für die Synthese komplementärer DNA (cDNA) genutzt und bei -80 °C 

gelagert.  

3.2.6.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen 

Für die Analyse der Genexpression in Abhängigkeit von der Kulturzeit sowie nach Behand-

lung mit Rifampicin und VD3 erfolgte die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Zellen. Die 

jeweiligen Zellpellets wurden mithilfe des Universal RNA Purification Kit (Roboklon) nach 

Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Zur Vermeidung von DNA-Kontamination wurde die 

isolierte RNA mit DNAse I behandelt. Nach der Elution erfolgte die photometrische Bestim-

mung der RNA-Konzentration mit Hilfe des NanoDrop1000-Spektrophotometer (Thermo Fis-

her Scientific). Hierzu wurden 1,5 µl der Probe auf das Spektrophotometer pipettiert und die 

Absorption des Lichtes bei einer Wellenlänge von λ = 260 nm und λ = 280 nm gemessen. 

Die RNA-Konzentration in ng/µl wurde anhand des für die Konzentrationsbestimmung modi-

fizierten Lambert-Beerschen Gesetzes bestimmt. Die Bestimmung des Leerwertes erfolgte 

mit DEPC-behandeltem Wasser und wurde für alle Messungen automatisch verrechnet. Die 

isolierte RNA wurde im Anschluss für die cDNA-Synthese genutzt und bei -20 °C gelagert.  

3.2.6.5 cDNA-Synthese 

Für die Untersuchung der Genexpression spezifischer Gene ist es notwendig, die isolierte 

Gesamt-RNA mittels reverser Transkription in komplementäre DNA (complementary DNA, 

cDNA) umzuwandeln. Hierzu wurden folgende Reagenzien in einem 0,2 ml PCR-

Reaktionsgefäß zu einem Gesamtansatz von 8 µl zusammenpipettiert: 

 

Gesamt-RNA (1 µg) x µl 

Oligo(dT)15-Primer und Random-Primer Mix 1 µl 

Nuklease-freies Wasser              ad ∑ 8 µl 
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Um Sekundärstrukturen aufzubrechen und deren Neubildung zu verhindern, wurden die An-

sätze im ersten Schritt bei 70 °C für 10 min mit anschließender Kühlung bei 4 °C in einem 

Thermocycler (Bio-Rad Laboratories GmbH) inkubiert. Zu den Ansätzen wurde ein 12 µl Mix 

aus folgenden Reagenzien pipettiert: 

 

5x Reverse Transkriptase-Puffer 4 µl 

dNTP-Mix (je 10 mM) 1 µl 

Reverase (200 U/µl) 1 µl 

Nuklease-freies Wasser 6 µl 

Gesamtvolumen ∑ 12 µl 

 

Die reverse Transkription wurde bei 45 °C für 120 min inkubiert, zur Inaktivierung des Reak-

tionsgemisches bei 70 °C für 10 min erhitzt und abschließend bei 4 °C gekühlt. Nach Ablauf 

der Reaktion wurden die Ansätze mit Nuklease-freiem Wasser 1:4 verdünnt und bei -20 °C 

gelagert.   

3.2.6.6 Standard-PCR für Primer-Testung 

Die Standard-PCR wurde durchgeführt, um die für diese Arbeit synthetisierten Primer auf 

Spezifität zu testen und optimale Bedingungen für die Real-time PCR zu gewährleisten. Eine 

Übersicht über die verwendeten Online-Datenbanken und Hilfswerkzeuge für die Wahl der 

Primerpaare ist in Tabelle 3 gelistet. Alle verwendeten Primer wurden von der Firma 

Metabion synthetisiert und sind in Tabelle 7 aufgeführt. Die Sequenzen für ABCB1, ABCG2, 

SLC2A2, NR1I2, OCLN und UGT1A6 wurden von der Firma Origene bereitgestellt und für 

GAPDH sowie SLCO2B1 zuvor publiziert (Wang et al. 2012; Fujiwara et al. 2014). Für die 

Kontrolle der Primer-Spezifität wurden die Zielsequenzen mithilfe der bioinformatischen Onli-

ne-Datenbank In-Silico-PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr, Juni 2020) überprüft. 

Diese Datenbank wird genutzt, um PCR-Primer gegen die in der Datenbank gespeicherten 

Genome zu testen. Zusätzlich wurde mithilfe des Online-Tools Primer-Blast von NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, Juni 2020) sichergestellt, dass der GC-

Gehalt sämtlicher Primer für eine optimale Schmelztemperatur zwischen 40 bis 60 % liegt. 

Um eine gewünschte Endkonzentration der Primer-Stammlösung von 100 µM zu erreichen, 

wurden die gefriergetrockneten Primer mit entsprechenden Volumina an DEPC-behandeltem 

Wasser zugesetzt und hiernach für die Herstellung der 10 µM Arbeitslösung 1:10 verdünnt. 

Als Positivkontrolle für die Primertestung diente ein cDNA-Pool aus drei normalen Dünn-

darmepithelien (BioBank Rostock, Tabelle 1). Folgende Reagenzien wurden in einem 0,2 ml 

PCR-Reaktionsgefäß zu einem Gesamtansatz von 25 µl zusammenpipettiert: 

 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Template cDNA (50 ng) x µl 

10x PCR Puffer inkl. MgCl2 2,5 µl 

dNTPs (10 mM) 0,5 µl 

Forward primer (10 µM) 0,5 µl 

Reverse primer (10 µM) 0,5 µl 

Taq-Polymerase 0,2 µl 

Nuklease-freies Wasser  ad ∑ 25 µl 

 

Die Ansätze wurden im Thermocycler mit folgendem PCR-Programm für 35 Zyklen inkubiert: 

 
5 min 94 °C Vordenaturierung  

30 s 94 °C Denaturierung  

30 s 58 °C Annealing x 35 

30 s 74 °C Elongation  

5 min 74 °C Elongation  

 

Die Annealing-Temperatur erzielte für alle Primerpaare optimale Ergebnisse und musste 

somit nicht für jede Primerkombination optimiert werden. Nach der Amplifikation wurde die 

Spezifität der Produkte anhand der Fragmentlängen mittels Agarose-Gelelektrophorese 

überprüft.  

3.2.6.7 Agarose-Gelelektrophorese 

Mit Hilfe der horizontalen Agarose-Gelelektrophorese können DNA-Fragmente anhand ihrer 

Fragmentgröße in einem Agarose-Gelsystem aufgetrennt werden. Hierzu wurden Gele durch 

Aufkochen von 1 % Agarose (w/v) in 1x TAE-Puffer hergestellt und die flüssigen Gele nach 

Abkühlung mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (10 mg/ml, Carl 

Roth GmbH) versetzt. Zur Vereinfachung des Beladungsprozesses und Visualisierung der 

DNA wurden die Reaktionsansätze mit 5x Ladepuffer im Verhältnis 5:1 versetzt und je nach 

Größe der Kammer 10 bis 12,5 µl pro Ansatz auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen. Um eine 

Größen- bzw. Konzentrationsabschätzung der DNA vornehmen zu können, wurde pro Lauf 

zusätzlich ein Längenstandard (100 bp, Bioron) aufgetragen. Die Fragmente wurden bei 

konstanter Spannung von 70 V für 10 min und 85 V für 30 bis 45 min in 1x TAE-Laufpuffer 

aufgetrennt. Im Anschluss erfolgte die Visualisierung der Ethidiumbromid gefärbten DNA am 

UV-Tisch mit der Software VisionCapt (Vilber Lourmat). 
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1 % Agarosegel  

1x TAE-Puffer 

Agarose 

Ethidiumbromid 

45 ml 

0,45 g 

2,25 µl 

 

3.2.6.8 Real-time PCR 

Die Real-time PCR ermöglicht eine zuverlässige und genaue Quantifizierung spezifischer 

mRNA. Mithilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes kann bei diesem Verfahren die DNA-

Amplifikation pro PCR-Zyklus in Echtzeit verfolgt werden. Der Farbstoff SYBR Green 

interkaliert in doppelsträngige DNA und emittiert nach Anregung mit Licht der Wellenlänge λ 

= 497 nm grünes Licht der Wellenlänge λ = 520 nm. Hierbei wurde der qPCR Mastermix (2x) 

Low RoxTM (50 nM) (Genaxxon) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Als Nega-

tivkontrolle wurde pro Primerkombination die Template cDNA durch Nuklease-freies Wasser 

ersetzt. Die Messung erfolgte in technischen Duplikaten. Folgende Reagenzien wurden in 

einer 96-Well-PCR-Platte (Sarstedt) zu einem Gesamtansatz von 12,5 µl 

zusammenpipettiert: 

 

 

Template cDNA 2 µl 

qPCR Mastermix (2x) 6,25 µl 

Forward primer (10 µM) 0,625 µl 

Reverse primer (10 µM) 0,625 µl 

Nuklease-freies Wasser 3 µl 

Gesamtvolumen ∑ 12,5 µl 
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Für die Real-time PCR wurden die Reaktionsansätze im ViiATM 7 Real-Time PCR System 

(Life Technologies GmbH) mit folgendem PCR-Programm für 35 Zyklen inkubiert:  

 

2 min 50 °C Aktivierung  

10 min 95 °C Initiale Denaturierung  

15 s 95 °C Denaturierung  

1 min 58 °C Annealing x 35 

45 s 70 °C Elongation  

15 s 95 °C Denaturierung  

15 s 60 °C Annealing  

15 s 95 °C Schmelzen  

 

Die Amplifikationsdaten wurden mithilfe der QuantStudio Real-time PCR-Software 1.3 

(Thermo Fisher Scientific) ausgewertet. Eine Probe ist als positiv zu werten, wenn die ge-

messene Fluoreszenz einer Probe von der Hintergrundfluoreszenz durch Überschreiten ei-

nes festgelegten Schwellenwertes (Threshold) zu unterscheiden ist. Der Schnittpunkt der 

Fluoreszenzwerte mit dem Schwellenwert wird als Cycle-threshold (Ct) bezeichnet. Dieser 

entspricht der Anzahl an PCR-Zyklen, die notwendig sind, um ein bestimmtes Fluoreszenz-

niveau zu erreichen. Im Anschluss an die Amplifikation erfolgte pro Durchlauf eine Schmelz-

kurvenanalyse, um die Spezifität der amplifizierten PCR-Produkte zu überprüfen. Hierbei 

wird das PCR-Produkt unter langsamer Temperaturzunahme aufgeschmolzen und der Fluo-

reszenzfarbstoff freigesetzt. Die Schmelzkurvenanalyse erfolgte zusätzlich als Qualitätskon-

trolle, um die Proben auf Kontaminationen, Primerdimere oder unspezifische Amplifikations-

produkte zu testen. 

3.2.6.9 Relative Quantifizierung 

Bei der relativen Quantifizierung werden die Veränderungen der mRNA-Level bezogen auf 

die Menge einer endogenen Kontrolle, eines sogenannten nicht-regulierten Haushaltsgenes 

berechnet. Die unterschiedlich kultivierten bzw. behandelten Zellen wurden auf ihre Genex-

pression untersucht und die Veränderungen der mRNA-Level mithilfe der ∆∆Ct-Methode 

nach (Livak und Schmittgen 2001) berechnet. Hierbei wird angenommen, dass die Amplifika-

tionseffizienz des Haushaltsgenes der des gewünschten Zielgenes entspricht. Es wird folg-

lich von einer Amplifikationseffizienz von 100 % oder 2 ausgegangen. Die ausgegebenen Ct-

Werte wurden für jede Probe zunächst auf das Referenzgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert, um dadurch die jeweiligen ∆Ct-Werte zu ermitteln: 
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∆CtProbe = CtZielgen - CtReferenzgen 

 

Die ∆∆Ct-Werte wurden durch Berechnung der Differenz zwischen den ∆Ct-Werten der ex-

perimentellen Probe und der Kontrollprobe ermittelt:  

 
  ∆∆Ct = ∆Ctexperimentelle Probe - ∆CtKontrollprobe 

 
Die relative Veränderung der Genexpression zwischen den beiden Proben wurde dann aus 

der negativen Potenz des ∆∆Ct-Wertes zur Basis 2 berechnet. Hierbei entspricht 2 der auf 

100 % festgelegten Amplifikationseffizienz: 

 
2-∆∆Ct 

3.2.7 Proteinquantifizierung 

Die Bestimmung des Proteingehalts der Transporter PEPT1, OATP2B1, P-gp und BCRP in 

Abhängigkeit von der Kulturzeit erfolgte durch eine validierte Flüssigkeitschromatografie-

Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-basierte proteomische Methode 

(Gröer et al. 2013; Wenzel et al. 2021; Wenzel et al. 2022). Die Proteinlevel wurden mit zu-

vor publizierten Daten von Proteingehältern relevanter Transporter in humanen 

Jejunalproben (Tabelle 2) verglichen (Brück et al. 2017). Hierfür wurden die Zellen in einer 

Dichte von 2 bis 5∙105 Zellen pro Well in unbeschichtete 6-Well-Zellkulturplatten ausgesät 

und unter Standardbedingungen kultiviert. Bei Erreichen einer 60 bis 70%igen Konfluenz 

bzw. zehntägigen 100%igen Postkonfluenz wurden die adhärenten Zellen mithilfe eines Zell-

schabers schonend abgelöst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß mit SafeSeal-Verschluss transfe-

riert und bei 4 °C bei 300 g für 7 min zentrifugiert. Die Proben wurden abschließend in flüssi-

gem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert. Die nachfolgenden Analysen wurden 

mit freundlicher Unterstützung am Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Universi-

tätsmedizin Rostock durchgeführt. Hierbei wurden die Zellen zunächst für die Extraktion des 

Membranproteoms mithilfe des ProteoExtract Native Membrane Protein Extraction Kit 

(Merck) nach Angaben des Herstellers lysiert. Unter Verwendung des Bicinchoninsäure-

Assay (Thermo Fisher Scientific) wurde der Gesamtproteingehalt der gewonnenen 

Membranfraktion bestimmt und auf eine maximale Proteinkonzentration von 2 mg/ml ange-

passt. Für die Denaturierung wurden 100 µl der jeweiligen Membranfraktion mit 10 µl 

Dithiothreitol (200 mM, Sigma-Aldrich), 40 µl Ammoniumhydrogencarbonat (50 mM, pH 7,8, 

Sigma-Aldrich) und 10 µl ProteaseMAX™ (1 %, m/v, Promega) gemischt und für 20 min bei 

60 °C inkubiert. Nach dem Abkühlen wurden 10 µl Iodacetamid (400 mM, Sigma-Aldrich) 

zugegeben und die Proben für die Alkylierung in einem abgedunkelten Wasserbad für 15 min 

bei 37 °C inkubiert. Der Proteinverdau erfolgte durch Zugabe von 10 µl Trypsin (Promega) 
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bei einem Verhältnis von Trypsin zu Protein von 1:40. Die Proben wurden bei 37 °C für 16 h 

inkubiert und der Verdau durch Zugabe von 20 µl Ameisensäure gestoppt (10 % v/v, Sigma-

Aldrich). Alle Proben wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert. Nach einer 

Zentrifugation bei 16 000 g für 15 min bei 4 °C wurden 50 µl der verdauten Membranfraktion 

mit 50 µl eines isotopenmarkierten internen Standards (IS)-Peptidmixes (10 nM pro IS) ge-

mischt. Für die Erstellung der Kalibrierungskurven wurde verdautes humanes Serumalbumin 

(2 mg/ml) als Leerwertmatrix verwendet und mit den Referenzpeptiden bis zum Erreichen 

einer Konzentration von 0,1 bis 25 nM sowie dem IS (finale Konzentration: 5 nM pro Peptid) 

versetzt. Die verwendeten proteospezifischen Peptide sind in Tabelle 8 aufgeführt. Alle Pep-

tide und IS-Peptide wurden auf Nachfrage in hoher analytischer Qualität mit einer Reinheit 

von 97 bis 99 % von der Firma Thermo Fisher Scientific synthetisiert. Für sämtliche Aufarbei-

tungsschritte und den Verdau der Proben wurden Protein LoBind Tubes (Eppendorf) ver-

wendet. Die Quantifizierung des Proteingehaltes erfolgte an einem Triple-Quadrupole Mas-

senspektrometer 5500 QTRAP (AB Sciex) mit Ankopplung an das Agilent Technologies 1260 

Infinity System (Agilent Technologies). Pro Peptid wurden drei bis vier Massenübergänge 

überprüft und der Proteingehalt (in pmol/mg Protein) durch Normalisierung auf den Gesamt-

proteingehalt der isolierten Membranfraktion errechnet.   

3.3 Statistische Auswertung 

Die für die statistische Auswertung verwendeten Daten sind repräsentativ für mindestens 

zwei biologisch unabhängige Replikate und wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung 

berechnet. Die statistische Analyse zur Bestimmung signifikanter Genexpressionsunter-

schiede erfolgte durch den gepaarten zweiseitigen t-Test. Die Stärke des Zusammenhangs 

zwischen genspezifischen Expressionsdaten wurde mithilfe des nicht-parametrischen Rang-

korrelationskoeffizienten von Spearman (r) und den korrespondierenden p-Werten errechnet. 

Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde hierbei als signifikant betrachtet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** 

p < 0,001). Die Berechnung erfolgte mit GraphPad Prism 9. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Auswahl von Zelllinien mit geeigneten morphologischen Charakteristika und 

intakter Barrierefunktion 

Die Fähigkeit, nach mehrwöchiger Kultur einen 100% konfluenten und langlebigen Zellrasen 

zu bilden, konnte zunächst für 45 der 49 untersuchten HROC-Zelllinien nachgewiesen wer-

den. In weiteren vier Zelllinien bildeten sich im zeitlichen Verlauf Löcher in der Epithelbarriere 

(siehe Abbildung 8) und eine Linie war durch die übermäßige Bildung domartiger Strukturen 

gekennzeichnet. Ein starker Abpelleffekt konnte in zwei Zelllinien beobachtet werden, drei 

weitere Linien waren aufgrund morphologischer Eigenschaften für die Anwendung des 

wound healing assay ungeeignet. Ein kulturzeitabhängiger Verlust der Barriereintegrität so-

wie eine geringe Proliferationsrate (> 72 h) wurde jeweils in einer Zelllinie festgestellt. Für 

das direkt Patienten-abgeleitete und Patienten-abgeleitete Xenograft-Zelllinienpaar 

HROC383 und HROC383 T0 M2 wurde die Linie HROC383 aufgrund verbesserter Perfor-

mance in das finale Panel aufgenommen. Somit erfüllten 32 der 49 untersuchten HROC-

Zelllinien die initialen Anforderungen an humane intestinale in vitro Modelle und wurden in 

weiterführende Analysen eingeschlossen.  

 
Abbildung 8: Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen von HROC-Zelllinien mit unge-

eigneten morphologischen Charakteristika. A) HROC57, B) HROC69, C) HROC113, D) HROC212, 

E) HROC296 und F) HROC370. 16 der 49 untersuchten HROC-Zelllinien wiesen nach mehrwöchiger 

Kultur ungeeignete morphologische Charakteristika wie Koloniewachstum, eine löchrige Epithel-

schicht, eine übermäßige Bildung domartiger Strukturen oder TEER-Werte < 300 Ω∙cm
2
 auf. Balken = 

100 µm, Vergrößerung 10x.  

 

Die weitere Untersuchung der Barriereintegrität erfolgte durch TEER-Messungen über den 

Zeitraum von 21 Tagen. Von den 32 verbliebenen HROC-Zelllinien erreichten zehn maxima-

le TEER-Werte von ≥ 300 Ω∙cm2 bei langanhaltender Konfluenz (siehe Abbildung 9) und 

wurden in das finale Zellpanel aufgenommen. Die übrigen 22 Zelllinien genügten somit nicht 

den Anforderungen und wurden von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Die Ergeb-
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nisse zur Untersuchung der morphologischen Eigenschaften und Barriereintegrität sowie die 

Exklusionsgründe ungeeigneter HROC-Zelllinien sind in Tabelle 9 aufgeführt.  

 
Abbildung 9: Lichtmikroskopische Aufnahmen von HROC-Zelllinien des finalen Zellpanels 
nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz. (A) HROC32, (B) HROC43, (C) HROC60, (D) HROC80 
T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159 T2 M4, (G) HROC183 T0 M2, (H) HROC217 T1 M2, (I) 
HROC239 T0 M1 und (J) HROC383. Balken = 100 µm, Vergrößerung 10x.  

 

Tabelle 9: Bewertung der morphologischen Eigenschaften und Barriereintegrität für fortfüh-
rende Analysen ungeeigneter HROC-Zelllinien. Die Zellen wurden in 6-Well-Zellkulturplatten und 
24-Well-Zellkultureinsätzen kultiviert und hinsichtlich der morphologischen Eigenschaften und 
Barriereintegrität untersucht. Die Messung des TEER erfolgte täglich über einen Zeitraum von 21 Ta-
gen, angegeben sind die jeweils erreichten Maxima (TEERmax). Bis auf HROC383 T0 M2 wurden alle 
aufgeführten Zelllinien aufgrund ungeeigneter morphologischer Eigenschaften oder TEER-Werte < 
300 Ω∙cm

2
 von weiteren Versuchen ausgeschlossen. n.d.: nicht detektiert, TEER: 

Transepithelialer/transendothelialer elektrischer Widerstand. 

Zelllinie 
TEERmax 

(Ω∙cm²) 
Grund für Exklusion 

HROC18 < 100  

HROC24 < 300  
HROC24 T1 M1 0 nicht langlebig, Lückenbildung 

HROC39 < 300  
HROC40 0 geringe Proliferation   

HROC46 T0 M1 n.d. Bildung domartiger Strukturen 
HROC50 T1 M5 < 2 000 starker Abpelleffekt 

HROC57 < 100  
HROC69 < 100  

HROC87 T0 M2 < 100  
HROC107 < 100  

HROC113 < 300  
HROC131 T0 M3 0 Koloniewachstum 

HROC147 T0 M1 0 Koloniewachstum 
HROC147Met1 0 Koloniewachstum 

HROC173 < 1 500 Lückenbildung 
HROC212 < 100  

HROC222 T1 M2 < 1 000 nicht langlebig 
HROC257 < 100  
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Zelllinie 
TEERmax 

(Ω∙cm²) 
Grund für Exklusion 

HROC252Tu2 T2 M2 < 1 000 nicht langlebig, Lückenbildung 
HROC277 T0 M1 < 100  

HROC277Met1 T0 M2 < 1 000 wound healing assay nicht anwendbar 
HROC277Met2 < 200  

HROC278 T0 M1   0 Koloniewachstum 
HROC278Met T2 M2 < 100  

HROC285 T0 M2 < 3 000 starker Abpelleffekt 
HROC296 < 100  

HROC300 T2 M1 < 1 500 wound healing assay nicht anwendbar 

HROC300Met1 T3 M4 < 2 000 wound healing assay nicht anwendbar 
HROC309 < 100  

HROC315 T1 M2 < 200  
HROC324 < 100  

HROC357 < 300  
HROC370 < 100  

HROC374 < 300  
HROC383 T0 M2 < 3 000 HROC383 im Zellpanel enthalten 

HROC415Met1 T0 M4 < 300  
HROC439 < 2 000 nicht langlebig, Lückenbildung 

HHC6548 T1 M1 < 200  
 

4.2 Grundlegende zelluläre Eigenschaften 

4.2.1 Zellproliferation und Zellmigration 

Im Anschluss an die Auswahl geeigneter Modelle wurden die Zelllinien hinsichtlich Zellproli-

feration und -migration analysiert.  

Die Zellproliferationsanalyse ergab Verdopplungszeiten < 70 h für alle HROC-Zelllinien und 

der Caco-2 (Abbildung 10, A). Hierbei war die Verdopplungszeit in zwei Zelllinien niedriger 

(43,9 h für HROC183 T0 M2 und 44,5 h für HROC126) als in Caco-2 (52,1 h). Mit der Caco-2 

vergleichbare Verdopplungszeiten wurden in HROC239 T0 M1 (50,9 h) und HROC80 T1 M1 

(52,4 h) festgestellt. Höhere Verdopplungszeiten von 64,5 bis 68,4 h wurden in den Zelllinien 

HROC60, HROC217 T1 M2 und HROC43 nachgewiesen.  

Die Ermittlung der Zellmigrationsrate durch Anwendung des wound healing assay zeigte ins-

gesamt die Migrationsfähigkeit aller HROC-Zelllinien (Abbildung 10, B). Repräsentative Ab-

bildungen der Zellmigrationsraten von HROC-Zelllinien sind in Abbildung 11 dargestellt. Die 

Wundschließungszeiten der Zelllinien wiesen starke Unterschiede auf. Die höchste Zellmig-

rationsrate im Vergleich zur Caco-2 (7,7 µm/h) wurde für HROC60 (6,2 µm/h) festgestellt. 

Mittlere Zellmigrationsraten (4,7 bis 4,4 µm/h) wurden für HROC159 T2 M4, HROC383 und 

HROC126 detektiert, wohingegen eine langsame Zellmigration in der Zelllinie HROC239 T0 

M1 (0,7 µm/h) beobachtet wurde.  
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Abbildung 10: Zellproliferation und Zellmigration in HROC-Zelllinien und Caco-2. A) Ermittlung 

der Zellproliferationsrate über den Zeitraum von 144 h nach Aussaat in 24-Well-Zellkulturplatten. B) 

Ermittlung der Zellmigrationsrate durch Anwendung des wound healing assay in 6-Well-

Zellkulturplatten über den Zeitraum von 96 h. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, n = 3. 

 

 

Abbildung 11: Repräsentative Abbildungen der Wundheilung von HROC-Zelllinien zur Bestim-
mung der Zellmigration. A) HROC32, B) HROC60, C) HROC159 T2 M4 und D) Caco-2 an Tag 0 

(d0) und Tag 4 (d4) nach Kratzen der Wunde. Balken = 200 µm, Vergrößerung 4x.  

4.2.2 Immunphänotypisierung  

Zur näheren Charakterisierung der HROC-Zelllinien hinsichtlich ihrer Oberflächenstruktur 

und Funktion wurden diese extrazellulär mit verschiedenen fluoreszenzmarkierten Antikör-

pern markiert. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Immunphänotypisierung sind in 

Abbildung 12 dargestellt.  

Insgesamt zeigten die Linien HROC383 und HROC60 die höchsten Expressionslevel, in den 

Linien HROC32 und HROC159 T2 M4 wurden die schwächsten Expressionslevel festge-

stellt. Innerhalb des HROC-Zellpanels wiesen die Linien HROC43 und HROC183 T0 M2 

vergleichbare Antigenprofile auf.  

Der Lymphozyten-Marker CD58, das Zelladhäsionsmolekül CD29 sowie der Epithelzell-

Marker CD326 war in allen Zelllinien erhöht exprimiert (≥ 71 %). Die Expression der Marker 

CD39, CD86 und CD69 lag in allen Linien bei ≥ 38 %, die Marker CD71 und CD274 waren 
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mit einem Anteil von ≥ 25 % exprimiert. Der Epithel- bzw. Tumormarker CD66adecb zeigte 

die höchste Expression in HROC239 T0 M1 (67 %) und war in HROC60 am schwächsten 

exprimiert (1 %). Eine erhöhte Expression des Zelladhäsionsmoleküls CD54 wurde in 

HROC383 (79 %) und HROC60 (67 %) festgestellt, die schwächste Expression wurde in 

HROC239 T0 M1 (4 %) und HROC159 T2 M4 (3 %) registriert. Auffällig war eine höhere Ex-

pression des Granulozyten-Markers CD15 in HROC32 (55 %), HROC239 T0 M1 (47 %), 

HROC217 T1 M2 (36 %), HROC43 (33 %) und HROC183 T0 M2 (27 %) mit schwächerer 

Expression in den übrigen Linien (≤ 16 %). Markant war zudem eine erhöhte Expression des 

Progressions-Markers CD171 in HROC383 (37 %) im Vergleich zu den restlichen Linien (≤ 3 

%). In allen Linien waren die Marker CD178, CD55, CD56, CD43 und CD50 am schwächsten 

exprimiert (≤ 6 %).  

 

 

Abbildung 12: Expression von Oberflächenmarkern in den HROC-Zelllinien. Analyse von Ober-
flächenantigenen durch Durchflusszytometrie nach extrazellulärer Färbung der Zellen. Heatmap zeigt 
die Expression der einzelnen Marker als prozentualen Anteil positiver Zellen der jeweiligen Zellpopula-
tion als Mittelwerte, sortiert nach Stärke der Expressionslevel, n = 2-3.  

4.2.3 Ansprechen auf klinisch relevante Chemotherapeutika 

Um das Ansprechen der Zelllinien auf klinisch relevante Chemotherapeutika zur Behandlung 

des KRK zu untersuchen, wurde ein Chemosensitivitäts-Assay durchgeführt. Hierbei wurden 

die Zellen mit den Wirkstoffen 5-FU, Capecitabin, Irinotecan und Oxaliplatin behandelt. Die 

Ergebnisse der Zellviabilität nach Zytostatika-Behandlung sind in Abbildung A1 dargestellt. 

Die daraus ermittelten IC50 sind in Tabelle 10 aufgeführt.  

Insgesamt zeigte sich bei allen Linien eine Verminderung der Zellviabilität bei steigender 

Konzentration der Wirkstoffe. Die IC50 lagen im Bereich von 0,2 µM bis 2,2 µM für Oxaliplatin, 

0,4 µM bis 6,3 µM für Irinotecan, 1,3 µM bis 26,9 µM für 5-FU und 9,1 µM bis 158,3 µM für 
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Capecitabin. Die IC50 für Capecitabin bei HROC60 und Caco-2 konnten aufgrund zu hoher 

Resistenzen nicht ermittelt werden. Für Caco-2 wurde ein starkes Ansprechen auf 5-FU (1,7 

µM) und Oxaliplatin (0,4 µM) festgestellt, wohingegen die Sensitivität gegenüber Irinotecan 

(2,4 µM) reduziert war. Innerhalb der HROC-Zelllinien zeigte HROC32 die höchste Sensitivi-

tät und ein hohes Ansprechen auf die Chemotherapeutika selbst in geringsten Konzentratio-

nen (Zellviabilität ≤ 85 %). Für HROC60 wurde hingegen eine starke Resistenz gegenüber 5-

FU (26,9 µM), Irinotecan (3,2 µM) und Oxaliplatin (2,2 µM) beobachtet. Ähnlich hohe Resis-

tenzen gegenüber Irinotecan (6,3 µM) und Oxaliplatin (1,6 µM) wurden für HROC383 erfasst, 

für diese Linie konnte jedoch ein stärkeres Ansprechen auf 5-FU (1,3 µM) und Capecitabin 

(9,1 µM) festgestellt werden. HROC126 und HROC239 T0 M1 reagierten sensitiv auf 

Irinotecan (0,4 µM), für HROC126 wurde dagegen eine höhere Sensitivität gegenüber 

Capecitabin (18,1 µM) und Oxaliplatin (0,5 µM) registriert. HROC80 T1 M1 und HROC239 T0 

M1 zeigten ähnlich starke Resistenzen gegenüber 5-FU (4,2 µM und 5,1 µM) und 

Capecitabin (155,2 µM und 129,9 µM). Die höchste Sensitivität gegenüber Oxaliplatin wurde 

in HROC43 (0,2 µM) beobachtet, wohingegen eine erhöhte Resistenz gegenüber Irinotecan 

(1,6 µM) in dieser Linie vorlag. In den Linien HROC183 T0 M2 und HROC217 T1 M2 wurde 

insgesamt ein ähnliches Therapieansprechen beobachtet, welches zusammen mit der Linie 

HROC43 am ehesten mit Caco-2 vergleichbar war.  

Tabelle 10: Vergleich der IC50-Konzentrationen (µM) der Chemotherapeutika 5-FU, Capecitabin, 
Irinotecan und Oxaliplatin in den HROC-Zelllinien und der Caco-2. Die Ermittlung der IC50 (Mittel-
werte) erfolgte aus der Reduktion der Zellviabilität nach 144 h Inkubation, n = 2-3. n.d.: nicht detek-
tiert.  

Zelllinie 
IC50 (µM) 

5-FU Capecitabin Irinotecan Oxaliplatin 

HROC32 8,9 158,3 0,6 1,7 

HROC43 3,5 35,2 1,6 0,2 

HROC60 26,9 n.d. 3,2 2,2 

HROC80 T1 M1 4,2 155,2 0,8 1,3 

HROC126 2,3 18,1 0,4 0,5 

HROC159 T2 M4 1,4 44,4 0,7 0,7 

HROC183 T0 M2 2,3 39,3 1,4 1,2 

HROC217 T1 M2 2,1 71,1 1,1 0,9 

HROC239 T0 M1 5,1 129,9 0,4 0,9 

HROC383 1,3 9,1 6,3 1,6 

Caco-2 1,7 n.d. 2,4 0,4 
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4.3 Untersuchung der Barriereintegrität 

4.3.1 Einfluss der Kulturzeit auf die Integrität der epithelialen Barriere 

Um den Einfluss der Kulturzeit auf die Integrität der epithelialen Barriere zu untersuchen, 

erfolgten zunächst TEER-Messungen im Zeitraum von 21 Tagen nach Aussaat der Zellen. 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt.  

Insgesamt zeigte sich in allen untersuchten Linien ein Anstieg der TEER-Werte im zeitlichen 

Verlauf. Innerhalb des Zellpanels konnten jedoch erhebliche Unterschiede in den TEER-

Werten festgestellt werden. Der mit Abstand stärkste Anstieg des TEER wurde in HROC60 

gemessen (6 066 Ω∙cm2 an d17), der geringste TEER wurde für HROC383 erfasst (812 

Ω∙cm2 an d15). In zusätzlichen Versuchen wurde für HROC60 nach fünfwöchiger Kultur ein 

weiterer Anstieg des TEER auf bis zu > 11 500 Ω·cm2 beobachtet. Der TEER des Referenz-

modells Caco-2 erreichte sein Maximum an d16 (1 259 Ω·cm2) und lag an d7 erstmals im 

 ereich > 300 Ω·cm2. Ein ähnlicher Anstieg konnte zu diesem Zeitpunkt in den Linien 

HROC32 (429 Ω·cm2), HROC383 (365 Ω·cm2) und HROC183 T0 M2 (301 Ω·cm2) nachge-

wiesen werden. Ein im Vergleich deutlich schnellerer Anstieg des TEER wurde für HROC60 

(341 Ω·cm2 an d4) und HROC80 T1 M1 (578 Ω·cm2 an d5) beobachtet. Hingegen zeigten die 

Linien HROC43 (565 Ω·cm2 an d12) und HROC159 T2 M4 (331 Ω·cm2 an d14) einen deutlich 

langsameren Anstieg des TEER. In der Summe erreichten sieben der zehn HROC-Zelllinien 

mit der Caco-2 vergleichbare oder höhere TEER-Werte.  

 



Ergebnisse 

51 
 

 

Abbildung 13: Ergebnisse der TEER-Messungen zur Untersuchung der Barriereintegrität in 
HROC-Zelllinien und Caco-2. Die Zellen wurden in 24-Well-Zellkultureinsätzen über einen Zeitraum 
von 21 Tagen (d) kultiviert und der TEER täglich erfasst. A) Heatmap zeigt die Gesamtübersicht der 
zeitabhängigen Änderung des TEER (Mittelwerte) in den HROC-Zelllinien und Caco-2, absteigend 
sortiert nach den jeweiligen Maxima. B) Zeitabhängige Änderung des TEER repräsentativ für HROC60 
und HROC383 im direkten Vergleich zu Caco-2. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, n = 3. 

Zusätzlich zu den TEER-Messungen erfolgte die Untersuchung der parazellulären Permeabi-

lität. Die Ergebnisse zur Untersuchung der FD4-Permeabilität der HROC- und Caco-2-

Zelllayer sind in Abbildung 14 dargestellt.  

Bei allen untersuchten Zelllinien konnte eine zeitabhängige Abnahme der parazellulären 

Permeabilität festgestellt werden. Korrelierend mit einem schnellen Anstieg des TEER in 

HROC60 und HROC80 T1 M1 wurde in diesen Linien an d5 nach Aussaat eine schnellere 

Reduktion der FD4-Permeabilität beobachtet (5 % und 8 %) als in Caco-2 (29 %). Für 

HROC239 T0 M1 und HROC126 wurde eine mit Caco-2 vergleichbare Abnahme des para-

zellulären Fluxes erfasst. Eine erhöhte Permeabilität konnte hingegen in HROC32 und 

HROC43 durch Reduktion der FD4-Permeabilität auf 11 % und 30 % an d14 beobachtet 

werden.  
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Abbildung 14: Ergebnisse des FD4-Permeabilitäts-Assay zur Untersuchung der parazellulären 
Permeabilität in HROC-Zelllinien und Caco-2. Die Zellen wurden in 24-Well-Zellkultureinsätzen über 
einen Zeitraum von 21 Tagen (d) kultiviert und die FD4-Permeabilität an d3, d5, d7, d9, d14 und d21 
nach Aussaat gemessen. A) Heatmap zeigt die Gesamtübersicht der zeitabhängigen Änderung der 
FD4-Permeabilität in Prozent (Mittelwerte) in den HROC-Zelllinien und Caco-2. B) Zeitabhängige Än-
derung der FD4-Permeabilität repräsentativ für HROC60 und HROC80 T1 M1 im direkten Vergleich zu 
Caco-2. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, n = 3.  
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4.3.2 Untersuchungen zur Bildung von Tight Junction-Komplexen  

Für die weitere Untersuchung der Barriereintegrität erfolgten zusätzliche Versuche für den 

Nachweis von TJ-Komplexen in konfluenten Zelllayern der HROC-Zelllinien und der Caco-2.  

4.3.2.1 Immunfluoreszenzmikroskopische Visualisierung von ZO-1 

Zunächst erfolgte hierzu die Analyse der immunfluoreszenzmikroskopischen Visualisierung 

des TJ-Proteins ZO-1. Die Ergebnisse zeigten eine ZO-1-Expression in allen untersuchten 

Zelllinien, die unterschiedlich stark ausgeprägt war (Abbildung 15). Insgesamt wurde in den 

Linien HROC43, HROC80 T1 M1, HROC159 T2 M4, HROC183 T0 M2 und HROC217 T1 

M2 durch die Anfärbung eine pflastersteinartige Morphologie deutlich, die mit Caco-2 ver-

gleichbar war. Darunter zeigte HROC43 die stärksten Fluoreszenzsignale, in HROC159 T2 

M4 konnte dagegen ein gleichmäßig dichtes Expressionsmuster nachgewiesen werden. In 

HROC60 war ZO-1 insgesamt schwächer, an bestimmten Zell-Zell-Kontakten jedoch stärker 

exprimiert. Das ZO-1-Expressionsmuster in HROC32 war hingegen von dünnfädiger, spin-

nennetzartiger Struktur. Für HROC126 wurde insgesamt die schwächste ZO-1-Expression 

festgestellt. 
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzmikroskopische Visualisierung von ZO-1 in den HROC-
Zelllinien und Caco-2 nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz. Die konfluenten Zelllayer wurden 
mit Methanol/Azeton (1:1) fixiert und mit 0,5 % Triton-X permeabilisiert. Die ZO-1-Lokalisation auf der 
apikalen Zellmembran erfolgte durch direkte Immunfluoreszenz (grün), die Zellkerne wurden mit 
Hoechst blau angefärbt. Weiße Pfeile markieren ZO-1 in weniger stark ausgeprägten Expressions-
mustern. (A) HROC32, (B) HROC43, (C) HROC60, (D) HROC80 T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159 
T2 M4, (G) HROC183 T0 M2, (H) HROC217 T1 M2, (I) HROC239 T0 M1, (J) HROC383 und K) Caco-
2. Balken = 50 µm, Vergrößerung 60x. ZO-1: Zonula occludens-1. 

4.3.2.2 Rasterelektronenmikroskopische Detektion von Tight Junctions 

Die konfluenten Zelllayer wurden hinsichtlich der Ausprägung von Zell-Zell-Kontakten auch 

rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Hierbei konnten besonders ausgeprägte TJ-

Strukturen in HROC60, HROC159 T2 M4 und Caco-2 auf apikaler Seite der Zellmembran 

detektiert werden. HROC60 und Caco-2 waren durch eine stärkere Ausprägung mit wallarti-

gen Strukturen charakterisiert, während HROC159 T2 M4 bürstensaumartige Strukturen von 

Zell-Zell-Kontakten aufwies (Abbildung 16). 

4.3.2.3 Einfluss der Kulturzeit auf die Expression von Occludin 

Im Anschluss wurde die Genexpression des Transmembranproteins Occludin in den HROC-

Zelllinien und der Caco-2 vor Erreichen der Konfluenz (CTRL) und nach zehntägiger Konf-

luenz (d10) untersucht und mit der Expression in humanem Dünndarm verglichen. Im Ver-
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gleich zur Kontrollmessung zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Occludin-Expression nach 

zehntägiger Konfluenz in den Linien HROC183 T0 M2 (0,6-fach auf 5,9-fach) und HROC60 

(0,7-fach auf 3,7-fach) (Abbildung 16). Ein geringerer Anstieg konnte in den Linien HROC239 

T0 M1 (1-fach auf 2,9-fach), HROC43 (2,4-fach auf 3,8-fach) und HROC126 (3,1-fach auf 

3,2-fach) festgestellt werden. In HROC383 (22,9-fach auf 4-fach), HROC159 T2 M4 (6,6-fach 

auf 0,8-fach) und HROC32 (8,3-fach auf 3,8-fach) wurde hingegen eine Abnahme der Occ-

ludin-Expression mit zunehmender Kulturzeit beobachtet. Auffällig war eine Überexpression 

von Occludin in Caco-2 (25-fach) nach zehntägiger Konfluenz gegenüber normalem Dünn-

darmgewebe. Eine Überexpression konnte ebenso für die Linien HROC383 (22,9-fach), 

HROC32 (8,3-fach) und HROC159 T2 M4 (6,6-fach) vor Erreichen der Konfluenz festgestellt 

werden. Insgesamt war die Occludin-Expression am ehesten in HROC159 T2 M4 (0,8-fach), 

HROC217 T1 M2 (1,8-fach) und HROC239 T0 M1 (2,9-fach) mit der Expression in normalem 

Dünndarmgewebe vergleichbar. 

    

Abbildung 16: Nachweis von TJ-Strukturen in den HROC-Zelllinien und Caco-2: Links: Genex-
pressionsanalyse von Occludin relativ zu humanem Dünndarm. Dargestellt ist die mRNA-Expression 
des Transmembranproteins Occludin vor Erreichen der Konfluenz (CTRL) und nach zehntägiger Konf-
luenz (d10), absteigend sortiert nach Expressionsstärke an d10. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, n 
= 3. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte nach der Isolation der Gesamt-RNA durch Real-time PCR. 
Alle Ct-Werte wurden auf GAPDH normalisiert und die relative Veränderung der Genexpression im 
Vergleich zu humanem Dünndarm mithilfe der 2-ΔΔCt-Methode ermittelt. Die Expressionsstärke des 
Dünndarms entspricht eins (gestrichelte Linie). Rechts: Repräsentative 
rasterelekronenmikroskopische Aufnahmen von TJ in konfluenten HROC-Zelllayern und Caco-2 nach 
Erreichen einer 100%igen Konfluenz. Erkennbar sind TJ-Strukturen (weiße Pfeile) auf apikaler Zell-
membran in den Zelllinien (A und B) HROC60, (C und D) HROC159 T2 M4 sowie (E und F) Caco-2. 
 alken = 2 μm (A, C und E) und 1 μm ( , D und  ). TJ: Tight Junctions. 
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4.4 Untersuchung des Differenzierungsgrades 

4.4.1 Differenzierung in spezialisierte intestinale Epithelzellen 

Im weiteren Verlauf wurden die HROC-Zelllinien und die Caco-2 hinsichtlich ihrer Eigen-

schaft zur Differenzierung hin zu spezifischen IECs untersucht. Hierfür wurde die Expression 

von Markergenen, die spezifisch für intestinale epitheliale Zelltypen sind, mittels 

immunzytochemischer Färbung bestimmt.  

Zunächst erfolgte der Nachweis des Proteins MUC2 als Marker für differenzierte gastrointes-

tinale Becherzellen in konfluenten Zelllayern der HROC-Zelllinien und Caco-2 (Abbildung 

17). Dabei wurden innerhalb des untersuchten Zellpanels Unterschiede deutlich. Die stärkste 

MUC2-Expression konnte in HROC43 nachgewiesen werden; eine auffällig homogene 

cytoplasmatische Fluoreszenz und rinnsal-artige über die Zelloberfläche verteilte Spuren. 

Eine starke homogene MUC2-Expression konnte ebenso in HROC60 und HROC159 T2 M4 

nachgewiesen werden. Diese wurde in HROC60 als perinukleäre Grundfluoreszenz mit zum 

Teil zahlreichen runden Fluoreszenz-Tröpfchen sichtbar. Zusätzlich wurden Strukturen deut-

lich, die dem Zellkern einseitig anliegen. HROC159 T2 M4 zeigte hingegen ein leicht schwä-

cheres perinukleäres, homogenes Fluoreszenzmuster mit auffällig angeordneten fein- bis 

grobtropfigen Strukturen im Cytoplasma. In Caco-2 wurde ein gemischtes Muster mit Fluo-

reszenz der nukleären Peripherie als auch nukleärer Areale nachgewiesen. HROC32, 

HROC80 T1 M1, HROC183 T0 M2 und HROC217 T1 M2 zeigten eine schwache Färbung 

des Cytoplasmas mit jedoch vereinzelt starker perinukleärer Fluoreszenz, die sich in 

HROC32 und HROC217 T1 M2 als schweifartige Sekretspur darstellte. HROC126, 

HROC239 T0 M1 und HROC383 waren hingegen durch eine schwache perinukleäre Fluo-

reszenz mit unspezifischen Mustern in HROC126 und HROC239 T0 M1 gekennzeichnet. 

Insgesamt konnten MUC2-sezernierende Becherzellen aufgrund charakteristischer Fluores-

zenzmuster in den Linien HROC32, HROC43, HROC60, HROC80 T1 M1, HROC159 T2 M4, 

HROC183 T0 M2, HROC217 T1 M2 und HROC383 nachgewiesen werden. 
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Abbildung 17: Immunfluoreszenzmikroskopische Visualisierung von Becherzellen in den 
HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz. Die konfluenten Zelllayer 
wurden mit 4 % PFA fixiert und mit 0,5 % Triton-X permeabilisiert. Die Lokalisation epithelialer Be-
cherzellen (weiße Pfeile) auf der apikalen Zellmembran erfolgte durch direkte Immunfluoreszenz von 
MUC2 (grün), die Zellkerne wurden mit Hoechst blau angefärbt. (A) HROC32, (B) HROC43, (C) 
HROC60, (D) HROC80 T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159 T2 M4, (G) HROC183 T0 M2, (H) 
HROC217 T1 M2, (I) HROC239 T0 M1, (J) HROC383 und K) Caco-2. Balken = 50 µm, Vergrößerung 
60x. MUC2: Mucin 2, PFA: Paraformaldehyd.  

Für den Nachweis der in den Krypten des Dünndarms lokalisierten Paneth-Zellen wurde das 

Protein LYZ als Marker verwendet. Die Ergebnisse der immunfluoreszenzmikroskopischen 

Visualisierung sind in Abbildung 18 dargestellt.  

Insgesamt zeigten sich erhebliche Unterschiede in der LYZ-Expression innerhalb des Zell-

panels. Dabei wurde eine hohe cytoplasmatische Fluoreszenz in HROC43 detektiert, die 

zudem durch Fluoreszenz 15 grob- und etwa 55 feintropfiger Punkte in nukleären und 

perinukleären Arealen charakterisiert war. In HROC60, HROC126 und HROC159 T2 M4 

konnten homogene mäßig starke, perinukleäre Fluoreszenzmuster nachgewiesen werden, 

das in HROC60 teilweise als feingranuläre cytoplasmatische Fluoreszenz deutlich wurde. In 

HROC80 T1 M1 und HROC217 T1 M2 zeigten sich perinukleäre Fluoreszenzmuster mit 

Strukturen, die dem Zellkern einseitig anliegen. Eine schwächere Grundfluoreszenz konnte 

in HROC32, HROC183 T0 M2 und Caco-2 beobachtet werden. In diesen Linien wurden je-

doch zum Teil spezifische perinukleäre Fluoreszenzmuster deutlich. HROC239 T0 M1 wies 
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eine schwache Intensität mit grobtropfiger Fluoreszenz perinukleärer und nukleärer Areale 

auf. HROC383 zeigte ebenso eine geringe Fluoreszenz, die sich als schwach ausgeprägtes 

perinukleäres Muster darstellte.  

 

 

Abbildung 18: Immunfluoreszenzmikroskopische Visualisierung von Paneth-Zellen in den 
HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz. Die konfluenten Zelllayer 
wurden mit 4 % PFA fixiert und mit 0,5 % Triton-X permeabilisiert. Die Lokalisation von LYZ (grün) auf 
der apikalen Zellmembran erfolgte durch direkte Immunfluoreszenz, die Zellkerne wurden mit Hoechst 
blau angefärbt. Weiße Pfeile verdeutlichen spezifische Fluoreszenzmuster. (A) HROC32, (B) 
HROC43, (C) HROC60, (D) HROC80 T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159 T2 M4, (G) HROC183 T0 
M2, (H) HROC217 T1 M2, (I) HROC239 T0 M1, (J) HROC383 und K) Caco-2. Balken = 50 µm, Ver-
größerung 60x. LYZ: Lysozym, PFA: Paraformaldehyd.  

 
Im Anschluss erfolgte der Nachweis des Proteins CHGA als Marker für enteroendokrine Zel-

len. Die immunzytochemische Färbung ergab ein spezifisches Fluoreszenzmuster in allen 

Zelllinien, das durch eine unterschiedliche Anzahl mittelgroßer gleichmäßig über den Zell-

kern verteilter Granula charakterisiert war (Abbildung 19). In den Linien HROC43 und 

HROC60 wurden insgesamt die stärksten Fluoreszenzsignale gemessen. Dies zeichnete 

sich in HROC43 durch stärker fluoreszierende Granula in Arealen mit ausgeprägter 

perinukleärer und nukleärer Fluoreszenz aus. Auffällig war zudem eine cytoplasmatische 

Fluoreszenz im Zellverband, die sich als sekretspurartiges Muster darstellte. HROC60 zeigte 
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hingegen ein homogeneres und stärker perinukleäres Fluoreszenzmuster, jedoch mit schwä-

cher fluoreszierenden Granula. In HROC183 T0 M2 wurden perinukleäre, in HROC217 T1 

M2 mitunter auch nukleäre Fluoreszenzmuster in Arealen mit verstärkt fluoreszierenden 

Granula nachgewiesen. HROC32, HROC126 und HROC159 T2 M4 wiesen eine homogene 

cytoplasmatische Grundfluoreszenz auf. Diese stellte sich in HROC32 und HROC126 zum 

Teil auch als perinukleäre Fluoreszenz dar. Die Fluoreszenz in Caco-2 war von schwacher 

Intensität, es zeigten sich jedoch perinukleäre Fluoreszenzmuster in Arealen mit verstärkt 

fluoreszierenden Granula. HROC80 T1 M1 war ebenso durch eine schwache Fluoreszenzin-

tensität geprägt, jedoch zeigten sich fluoreszierende Granula an einer hohen Anzahl von 

Zellkernen. In HROC239 T0 M1 war die CHGA-Expression als homogene cytoplasmatische 

Grundfluoreszenz charakterisiert, die sich teilweise als pfeilspitzartige Strukturen seitlich der 

Zellkerne darstellte. Innerhalb des Zellpanels zeigte HROC383 mit spärlich fluoreszierenden 

Granula sowie schwach perinukleärem Muster die geringste Fluoreszenzintensität.    

Insgesamt konnten enteroendokrine Zellen in HROC32, HROC43, HROC60, HROC126, 

HROC183 T0 M2, HROC217 T1 M2, HROC239 T0 M2 und Caco-2 nachgewiesen werden.  
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Abbildung 19: Immunfluoreszenzmikroskopische Visualisierung von enteroendokrinen Zellen 
in den HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz. Die konfluenten 
Zelllayer wurden mit 4 % PFA fixiert und mit 0,5 % Triton-X permeabilisiert. Die Lokalisation 
enteroendokriner Zellen (weiße Pfeile) auf der apikalen Zellmembran erfolgte durch direkte Immunflu-
oreszenz von CHGA (grün), die Zellkerne wurden mit Hoechst blau angefärbt. (A) HROC32, (B) 
HROC43, (C) HROC60, (D) HROC80 T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159 T2 M4, (G) HROC183 T0 
M2, (H) HROC217 T1 M2, (I) HROC239 T0 M1, (J) HROC383 und K) Caco-2. Balken = 50 µm, Ver-
größerung 60x. CHGA: Chromogranin A, PFA: Paraformaldehyd.  

 
Abschließend wurden die konfluenten Zelllayer der HROC-Zelllinien und Caco-2 für den 

Nachweis hochprismatischer Epithelzellen und Oberflächendifferenzierungen rasterelektro-

nenmikroskopisch untersucht. Die Aufnahmen zeigen die Ausbildung polarisierter Zelllayer in 

Form zahlreicher, unterschiedlich stark besetzter Mikrovilli auf apikaler Seite in allen unter-

suchten Linien (Abbildung 20). Hierbei wurden innerhalb des Zellpanels Unterschiede in der 

Morphologie der Mikrovilli deutlich. Besonders dichte und büschelartige Strukturen wurden in 

den Zelllinien HROC183 T0 M2 und HROC217 T1 M2 detektiert, die in manchen Arealen 

besonders ausgeprägt waren. Dabei war HROC217 T1 M2 durch eine auffällig längliche, 

charakteristische Mikrovilli-Struktur geprägt. HROC159 T2 M4 zeichnete sich durch ein ho-

mogenes dichtes Verteilungsmuster mit kurzen kleinen Mikrovilli-Strukturen aus, die sich 

zum Teil auch als drahtige Struktur darstellten. Ähnlich kurze und dichte Strukturen konnten 

auch in HROC32 und HROC43 festgestellt werden, wobei das Epithel in HROC32 spärlicher 
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mit Villi-Strukturen besetzt war. Markant waren korallenriffartige Strukturen in HROC126, 

HROC217 T1 M2 und HROC239 T0 M1, die unmittelbar an Areale mit charakteristischen 

langfädigen Mikrovilli-Strukturen angrenzten. In HROC126 und HROC183 T0 M2 waren 

manche Areale zum Teil auch mit Wattwurmhaufen-ähnlichen Strukturen besetzt. Insgesamt 

waren die Mikrovilli-Strukturen in HROC60 und HROC80 T1 M1 am ehesten mit Caco-2 ver-

gleichbar. HROC60 war durch ein auffällig gleichmäßiges Verteilungsmuster geprägt, das 

jedoch kurze mit Caco-2 vergleichbare Strukturen aufwies. Ein ähnliches Verteilungsmuster 

zeigte sich in HROC80 T1 M1, zusätzlich wurden jedoch einzelne langfädige Strukturen in 

dieser Linie nachgewiesen. HROC383 war insgesamt eher spärlich mit Mikrovilli-Strukturen 

besetzt, zum Teil stellten sich diese jedoch von umliegenden Zellen abgrenzbar als dichte 

drahtige Strukturen dar.  

 

Abbildung 20: Repräsentative rasterelekronenmikroskopische Aufnahmen von Mikrovilli in den 
HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz. Erkennbar sind Oberflä-
chendifferenzierungen in Form von zahlreichen, morphologisch diversen Mikrovilli auf apikaler Seite 
der Zellmembran in den Zelllinien (A) HROC32, (B) HROC43, (C) HROC60, (D) HROC80 T1 M1, (E) 
HROC126, (F) HROC159 T2 M4, (G) HROC183 T0 M2, (H) HROC217 T1 M2, (I) HROC239 T0 M1, 
(J) HROC383 und K) Caco-2 (schwarzer Rahmen). Balken = 1 µm. 

 
Neben morphologischen Unterschieden der Mikrovilli-Strukturen gingen aus den REM-

Aufnahmen auch besonders auffällige heterogene Verteilungsmuster hervor. Repräsentative 

Aufnahmen sind in Abbildung 21 dargestellt.  

Eine besonders hohe morphologische Variation konnte in HROC43 festgestellt werden. 

Hierbei wurden verschiedenartige Verteilungsmuster klar voneinander abgrenzbarer Areale 

deutlich. Zum einen zeigte das Epithel drei nebeneinander liegende kreisrunde Areale mit 
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einem Durchmesser von 3,5 µm und stark buschigem Mikrovilli-Besatz. Erkennbar waren 

auch 4 µm große kreisrunde Areale ohne erkennbare Oberflächendifferenzierung sowie 5 µm 

große kreisrunde Flächen mit spärlichem stoppelartigem Mikrovilli-Besatz. Auffällig waren 

zudem 8 µm große kreisrunde Areale mit gleichmäßig punktförmigem Mikrovilli-Besatz. Des 

Weiteren wurden 50 µm große Areale ohne erkennbare Oberflächendifferenzierung nachge-

wiesen, die in ähnlicher Ausprägung auch in Caco-2 detektiert wurden. HROC32 und 

HROC217 T1 M2 waren teilweise von kreisrunden und ovalen Arealen mit einem Durchmes-

ser von 21 bis 23 µm ohne Mikrovilli-Besatz geprägt. Darunter zeigte sich eine auffällig zelt-

artige Struktur am Flächenrand in HROC217 T1 M2.  

 

 

Abbildung 21: Repräsentative rasterelekronenmikroskopische Aufnahmen von Arealen mit 
weniger stark besetzten Mikrovilli und besonderer Morphologie in den HROC-Zelllinien nach 
Erreichen einer 100%igen Konfluenz. Erkennbar sind selektiv spärliche Ausprägungen des Mikrovil-
li-Besatzes in den Zelllinien (A) HROC32, (B) HROC43, (C) HROC126, (D) HROC183 T0 M2 und (E) 
HROC217 T1 M2 sowie korallenriffartige Strukturen in (F) HROC239 T0 M1. Auffällige Areale mit 
spärlichem Mikrovilli-Besatz sind durch weiße Pfeile hervorgehoben. Balken = 2 µm. 

4.5 Untersuchungen zum intestinalen First-Pass-Metabolismus 

4.5.1 Bestimmung der basalen CYP3A4-Aktivität 

Um die Zellmodelle hinsichtlich ihrer Eigenschaft des First-Pass-Metabolismus zu untersu-

chen, erfolgte zunächst die Messung der basalen Aktivität des Phase I-Enzyms CYP3A4. Die 

CYP3A4-Aktivitätslevel in den HROC-Zelllinien und Caco-2 sind in Abbildung 22 dargestellt.  

Die höchste basale CYP3A4-Aktivität wurde in HROC32 gemessen (6,5-fach höher als 

Caco-2). Höhere Aktivitäten als in Caco-2 wurden zudem für die Linien HROC43 (2,8-fach) 

und HROC159 T2 M4 (1,8-fach) bestimmt. Mit der Caco-2 vergleichbare Level wurden in den 

Linien HROC217 T1 M2 (0,8-fach), HROC383 (0,7-fach) und HROC239 T0 M1 (0,7-fach) 
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beobachtet. Niedrigere CYP3A4-Aktivitätslevel wurden für HROC126 (0,6-fach), HROC80 T1 

M1 (0,5-fach), HROC183 T0 M2 (0,2-fach) und HROC60 (0,2-fach) festgestellt.  

 

 

Abbildung 22: Basale Level der CYP3A4-Aktivität in den HROC-Zelllinien und Caco-2. Die Zellen 
wurden in 96-Well-Zellkulturplatten ausgesät, bis zum Erreichen einer 100%igen Konfluenz kultiviert 
und für 24 h mit 0,1 % DMSO in DMEM/F12 (10 % FKS) inkubiert. Die CYP3A4-Aktivität wurde mithil-
fe des CYP3A4/Luciferin-IPA P450-Glo™ Assay aus der emittierenden Biolumineszenz als relative 
Lichteinheit (RLU) ausgegeben. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, n = 3. CYP3A4: Cytochrom P450 
3A4. 

4.5.2 Rezeptorabhängige Induktion und Inhibition der CYP3A4-Aktivität  

Im weiteren Verlauf wurde der Einfluss von CYP3A4-Substraten auf die CYP3A4-Aktivität 

durch funktionelle Analysen untersucht. Zur Bestimmung der rezeptorabhängigen Induktion 

und Inhibition des CYP3A4-vermittelten Metabolismus wurden die Zellen mit den PXR-, 

VDR- und Glucocorticoid-Rezeptor (GR)-Agonisten Rifampicin, VD3 und Dexamethason be-

handelt. Die Ergebnisse der Analysen sind in Abbildung 23 dargestellt.  

Die Behandlung mit VD3 resultierte insgesamt in der höchsten Induktion der CYP3A4-

Aktivität. So konnte in acht HROC-Zelllinien ein höheres Induktionspotential im Vergleich zur 

Caco-2 festgestellt werden, von denen fünf Linien statistisch signifikante Effekte aufwiesen. 

Das höchste VDR-vermittelte Induktionspotential wurde für HROC183 T0 M2 erfasst (16,8-

fache Veränderung nach 72 h). Ein starkes Induktionspotential durch VD3 konnte ebenso in 

den Linien HROC80 T1 M1 (12,1-fach nach 72 h), HROC217 T1 M2 (10,2-fach nach 48 h), 

HROC126 (7,2-fach nach 72 h) und HROC159 T2 M4 (5,1-fach nach 72 h) beobachtet wer-

den. Schwächere Induktionseffekte ohne statistische Signifikanz wurden in HROC239 T0 M1 

(2,3-fach nach 48 h), HROC383 (2-fach an 24 h und 72 h), HROC32 (1,9-fach) und Caco-2 

(1,4-fach nach 48 h) beobachtet. In HROC43 (0,4-fach nach 24 h) und HROC60 (0,5-fach 

nach 24 h und 48 h) wurden hingegen inhibitorische Effekte festgestellt.   
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Die Behandlung der Zellen mit Rifampicin zur Untersuchung der PXR-vermittelten Verände-

rung der CYP3A4-Aktivität führte zu einer Induktion als auch zu einer Inhibition der metaboli-

schen CYP3A4-Aktivität. Signifikante Induktionseffekte konnten dabei in HROC217 T1 M2, 

HROC183 T0 M2 und Caco-2 beobachtet werden. Das Induktionspotential lag dabei in 

HROC217 T1 M2 (5,1-fach nach 48 h) und HROC183 T0 M2 (2,2-fach nach 24 h) höher als 

in Caco-2 (2-fach nach 72 h). Schwache Induktionseffekte ohne statistische Signifikanzen 

wurden in den Linien HROC383 (2,5-fach nach 72 h), HROC80 T1 M1 (1,8-fach nach 72 h) 

und HROC126 (1,5-fach nach 48 h) beobachtet. Auffällig war eine Herunterregulation der 

CYP3A4-Aktivitätslevel in fünf HROC-Zelllinien nach Behandlung mit Rifampicin. Dabei zeig-

ten sich in den Linien HROC159 T2 M4 und HROC32 statistische Signifikanzen. Zudem 

konnte eine Reduktion der CYP3A4-Aktivität bis zu 70 % in HROC239 T0 M1 (nach 24 h), 

HROC32 (nach 72 h) und HROC43 (nach 24 h und 72 h) beobachtet werden.  

Die Behandlung mit Dexamethason führte im Vergleich zu Rifampicin und VD3 zu einer 

schwächeren Induktion der CYP3A4-Aktivität. Jedoch wurde in den Linien HROC183 T0 M2 

(2,2-fach nach 72 h) und HROC217 T1 M2 (1,9-fach nach 48 h) ein höheres statistisch signi-

fikantes Induktionspotential festgestellt als in Caco-2 (1,8-fach nach 48 h). HROC80 T1 M1 

zeigte ein mit Caco-2 vergleichbares Induktionspotential, jedoch ohne statistische Signifi-

kanz.  

Insgesamt führte die Behandlung mit den CYP3A4-Substraten in den Linien HROC80 T1 M1, 

HROC183 T0 M2, HROC217 T1 M2 und Caco-2 einzig zu einer Induktion der CYP3A4-

Aktivität. Ausschließlich inhibitorische Effekte konnten hingegen in den Linien HROC43 und 

HROC60 beobachtet werden.  
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Abbildung 23: Veränderung der CYP3A4-Aktivität in den HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Be-
handlung mit CYP3A4-Substraten. Zur Untersuchung der rezeptorvermittelten CYP3A4-Induktion 
und -inhibition wurden die Zellen für 72 h mit 20 µM Rifampicin (A, B), 100 nM VD3 (C, D) und 100 µM 
Dexamethason (E, F), die unbehandelten Kontrollen mit 0,1 % DMSO (Rifampicin und Dexamethason) 
und 0,1 % Ethanol (VD3) in DMEM/F12 (10 % FKS) behandelt. Die CYP3A4-Aktivität wurde nach 24 
h, 48 h und 72 h Inkubation mithilfe des CYP3A4/Luciferin-IPA P450-Glo™ Assay ermittelt. A, C, E) 
Relative Veränderung der CYP3A4-Aktivität im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (auf eins ge-
setzt), absteigend sortiert nach Induktionspotential. B, D, F) Veränderung der CYP3A4-Aktivität, ange-
geben in RLU. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, n = 2-3. Die statistische Auswertung erfolgte durch 
den gepaarten zweiseitigen t-Test (* p < 0,05, ** p < 0,01). CYP3A4: Cytochrom P450 3A4, RLU: Re-

lative Lichteinheit, VD3: 1,25-dihydroxyvitamin D3.  
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Um Zusammenhänge zwischen der PXR-, VDR- und GR-vermittelten Veränderung der 

CYP3A4-Aktivität in den HROC-Zelllinien und der Caco-2 zu untersuchen, wurde der Korre-

lationskoeffizient nach Spearman berechnet. Dabei wurde festgestellt, dass die relative Ver-

änderung der CYP3A4-Aktivität nach Behandlung mit Rifampicin, VD3 und Dexamethason 

zueinander korrelierte (Abbildung 24). Die stärkste Korrelation wurde zwischen der PXR- und 

GR-vermittelten Veränderung der CYP3A4-Aktivität festgestellt (r = 0,93, p = 0,001). Eine 

starke Korrelation konnte ebenso für die VDR- und GR-vermittelte Veränderung der 

CYP3A4-Aktivität beobachtet werden (r = 0,78, p = 0,006). Die Korrelation zwischen PXR- 

und VD3-vermittelter Veränderung der CYP3A4-Aktivität war hingegen mäßig positiv (r = 

0,62, p = 0,048). 

 

 

Abbildung 24: Spearman-Korrelation zwischen Veränderungen der CYP3A4-Aktivität in den 
HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Behandlung mit spezifischen Substraten. Die Graphen zeigen 
relative Veränderungen der CYP3A4-Aktivität und signifikante Korrelationen zwischen der Behandlung 
mit A) RIF und VD3, B) RIF und DEX und C) VD3 und DEX. n = 11, r = Korrelationskoeffizient. CYP: 
Cytochrom P450, DEX: Dexamethason, RIF: Rifampicin, VD3: 1,25-dihydroxyvitamin D3. 

4.6 Einfluss der Kulturzeit auf die Gen- und Proteinexpression intestinaler Trans-

porter und nukleärer Rezeptoren 

4.6.1 Genexpression von Transportern, Enzymen und nukleärer Rezeptoren im 

Vergleich zu humanem Dünndarm 

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die mRNA-Expressionslevel der intestinalen 

Transporter SLCO2B1, SLC2A2, UGT1A6, ABCB1 und ABCG2 sowie der nukleären Rezep-

toren NR1I2 und NR1I1 im Verlauf der Kulturzeit verändern. Die relative Veränderung der 

Expressionslevel nach zehn Tagen postkonfluenter HROC-Zellen im Vergleich zu Caco-2 

und humanem Dünndarm ist in Abbildung 25 dargestellt. Insgesamt zeigte sich ein 

konfluenzabhängiger Anstieg der NR1I2-, NR1I1-, SLCO2B1-, SLC2A2-, UGT1A6- und 

ABCB1 mRNA-Expression in HROC60, HROC80 T1 M1 und HROC183 T0 M2, wobei für 

HROC60 nur leichte Effekte beobachtet wurden. Mit Ausnahme der SLC2A2-Expression 

konnte in HROC217 T1 M2 ebenso ein konfluenzabhängiger Anstieg verzeichnet werden. 

Die relativen Genexpressionslevel von NR1I1 (1,1-fach), SLCO2B1 (0,8-fach) und ABCG2 

(0,7-fach) waren in HROC217 T1 M2 nach zehntägiger Konfluenz am ehesten mit der Dünn-
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darmexpression zu vergleichen, wobei NR1I2 (5,2-fach), ABCB1 (3,6-fach) und UGT1A6 

(1,6-fach) überexprimiert vorlagen. In HROC43 waren geringere konfluenzabhängige Ex-

pressionsunterschiede zu verzeichnen, die Expressionslevel waren insgesamt jedoch mit 

normalem Dünndarm vergleichbar. Nach zehntägiger Konfluenz zeigte sich in HROC43 zwar 

eine dem Dünndarm ähnliche Expression von NR1I1 (0,5-fach), dennoch lagen NR1I1, 

SLCO2B1, UGT1A6 und ABCG2 in der Kontrollgruppe höher exprimiert vor, als im 

postkonfluenten Stadium. ABCB1 (1,2-fach) war unter beiden Bedingungen unverändert ex-

primiert.  

Die Expressionsprofile von HROC183 T0 M2 und HROC80 T1 M1 zeigten auffällig ver-

gleichbare Muster. Diese waren beiderseits gekennzeichnet durch eine Überexpression der 

NR1I2 mRNA (73-fach und 52-fach) nach zehntägiger Postkonfluenz und wiesen mit Aus-

nahme von NR1I2 und ABCG2 Gemeinsamkeiten mit Caco-2 auf.  

Deutliche Abweichungen von der Expression normalen Dünndarms zeigte die SLCO2B1-

Expression in Caco-2 (36-fach) sowie die NR1I1-Expression in HROC126 (30-fach) und 

HROC183 T0 M2 (10-fach) nach zehntägiger Konfluenz. Auffällig war zudem eine mangel-

hafte UGT1A6-Expression in HROC383, eine schwache UGT1A6-Expression konnte dage-

gen für HROC60, HROC126 und HROC159 T2 M4 nachgewiesen werden. ABCG2 lag in 

HROC183 T0 M2 und HROC159 T2 M4 nach zehntägiger Postkonfluenz schwach exprimiert 

vor, während HROC32, HROC126 und Caco-2 einen Mangel an ABCG2 mRNA in beiden 

Konfluenzbedingungen aufwiesen. Die insgesamt schwächsten konfluenzabhängigen Effekte 

wurden in HROC60 und HROC383 beobachtet. In diesen Linien lagen die Genexpressions-

level deutlich unter denen des humanen Dünndarms.  
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Abbildung 25: Genexpression klinisch relevanter Transporter und nukleärer Rezeptoren in Ab-
hängigkeit von der Kulturzeit in den HROC-Zelllinien und Caco-2 im Vergleich zu humanem 
Dünndarm. Die Zellen wurden bis zum Erreichen einer 100%igen Konfluenz (d0) und zehn Tage nach 
Erreichen einer 100%igen Konfluenz (d10) in 6-Well-Zellkulturplatten kultiviert. Nach der Isolation der 
Gesamt-RNA erfolgte die mRNA-Quantifizierung durch Real-time PCR. Alle Ct-Werte wurden auf 
GAPDH normalisiert und die relative Veränderung der Genexpression im Vergleich zu Caco-2 
(schwarzer Rahmen) und humanem Dünndarm mithilfe der 2

-∆∆Ct
-Methode ermittelt. Das Genexpres-

sionslevel des humanen Dünndarms entspricht eins (rot). Dargestellt ist der Mittelwert, n = 2-3. ABC: 
ATP-abhängige Efflux-Transporter, NR: nukleäre Rezeptoren, SLC: Solute Carrier-Transporter, UGT: 

UDP-Glucuronosyltransferase. 

Die Bestimmung der Genexpression relevanter Transporter und nukleärer Rezeptoren war 

Hauptbestandteil der Charakterisierung des Zellpanels. Um die simultane Expression rele-

vanter Gene in Hinblick auf funktionelle Gen-Gen-Interaktionen in den einzelnen Linien zu 

prüfen, wurde im Anschluss der Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Die Er-

gebnisse der Analyse sind in Abbildung 26 dargestellt. Hierbei zeigte sich, dass die relative 

Veränderung der Genexpression einzelner, intestinaler Transporter und nukleären Rezepto-

ren zueinander korrelierte. Die insgesamt stärkste Korrelation wurde hierbei zwischen der 

Expression von NR1I1 und SLC2A2 vor Erreichen der zehntägigen Konfluenz festgestellt (r = 

0,86, p = 0,001). Eine starke Korrelation konnte in der Kontrollgruppe ebenso zwischen der 

ABCB1- und NR1I1-Expression (r = 0,75, p = 0,009) sowie zwischen der ABCB1- und 

SLC2A2-Expression (r = 0,69, p = 0,021) verzeichnet werden. Eine höhere Zahl signifikanter 

Korrelationen wurde hingegen nach zehntägiger Postkonfluenz beobachtet. Dabei zeigte 

sich eine Korrelation von NR1I2 mit NR1I1 (r = 0,71, p = 0,018), SLC2A2 (r = 0,61, p = 
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0,049) sowie ABCB1 (r = 0,66, p = 0,03). Die Expression von ABCB1 korrelierte mit NR1I2 (r 

= 0,66, p = 0,03), SLCO2B1 (r = 0,65, p = 0,035) und UGT1A6 (r = 0,65, p = 0,032). Zudem 

konnte eine Korrelation zwischen der NR1I1- und SLC2A2-Expression (r = 0,63, p = 0,043) 

festgestellt werden.  

 

 

 

 

Abbildung 26: Spearman-Korrelation zwischen der Veränderung der Genexpression in den 
HROC-Zelllinien und Caco-2 in Abhängigkeit von der Kulturzeit im Vergleich zu humanem 
Dünndarm. Die Graphen zeigen signifikante Korrelationen zwischen der relativen Veränderung der 
Genexpression intestinaler Transporter und nukleärer Rezeptoren bei Erreichen der Konfluenz (A-C) 
und nach zehntägiger Postkonfluenz (D-I) im Vergleich zu humanem Dünndarm. n = 11, r = Korrelati-
onskoeffizient.  

4.6.2 Proteinexpression von Transportern im Vergleich zu humanem Jejunum 

Im weiteren Verlauf wurde die Proteinexpression der Transporter PEPT1, OATP2B1, P-gp 

und BCRP quantifiziert und mit den Proteinlevel in humanem Jejunum verglichen. Die Er-

gebnisse der Analysen sind in Abbildung 27 dargestellt. Insgesamt konnte in allen Linien ein 

stark signifikanter Anstieg der PEPT1-Proteinexpression nach zehntägiger Postkonfluenz 

verzeichnet werden (p = 0,0004). Dabei wurden im Vergleich zu humanem Jejunum in 

HROC217 T1 M2 (3,1-fach), HROC60 (2,9-fach), HROC80 T1 M1 (2,9-fach) und HROC32 

(2,8-fach) höhere PEPT1-Proteinlevel gemessen. In den Linien HROC159 T2 M4 (1-fach), 
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HROC383 (1-fach), HROC126 (0,8-fach) und HROC43 (0,6-fach) waren die Messwerte am 

ehesten mit humanem Jejunum vergleichbar. Die geringste PEPT1-Proteinexpression wurde 

für Caco-2 erfasst (0,1-fach).  

Für OATP2B1, P-gp und BCRP konnte kein signifikanter Anstieg der Proteinexpression in 

Abhängigkeit von der Kulturzeit festgestellt werden. So wurden in HROC60 und HROC383 

im Vergleich zur Kontrollgruppe höhere Proteinlevel für OATP2B1 und P-gp, in HROC383 

zusätzlich für BCRP erfasst. Deutlich höhere Proteinlevel von OATP2B1 im Vergleich zum 

Jejunum wurden in Caco-2 (9-fach) nach zehntägiger Postkonfluenz detektiert. Höhere 

Messwerte konnten ebenso für HROC80 T1 M1 (3-fach), HROC32 (1,9-fach) und HROC159 

T2 M4 (1,8-fach) erfasst werden. In HROC43 (1,2-fach), HROC183 T0 M2 (1,4-fach) und 

HROC239 T0 M1 (0,5-fach) war die OATP2B1-Proteinexpression hingegen am ehesten mit 

dem Jejunum vergleichbar.  

Die Proteinlevel von P-gp lagen nach Erreichen der Postkonfluenz in HROC159 T2 M4 (4,2-

fach), HROC126 (3,2-fach), HROC183 T0 M2 (1,9-fach) und HROC80 T1 M1 (1,8-fach) hö-

her vor, als in basalem Zustand. In den Linien HROC239 T0 M1 (0,7-fach), HROC217 T1 M2 

(0,4-fach), HROC43 (1,8-fach) und HROC80 T1 M1 (1,8-fach) konnten mit dem Jejunum 

vergleichbare Messwerte festgestellt werden. In Caco-2 (0,3-fach) und HROC32 (0,2-fach) 

lag eine schwache Expression vor, in HROC60 und HROC383 war hingegen keine P-gp-

Proteinexpression nach zehntägiger Postkonfluenz zu verzeichnen.  

Die höchste Proteinexpression für BCRP wurde für HROC43 (2,1-fach), HROC183 T0 M2 

(0,2-fach) und Caco-2 (0,2-fach) nach zehntägiger Postkonfluenz erfasst. In den übrigen Li-

nien konnte BCRP nicht detektiert werden. Jedoch zeigten HROC217 T1 M2 (0,5-fach), 

HROC383 (0,5-fach) und HROC239 T0 M1 (0,2-fach) in der Kontrollgruppe eine höhere Je-

junum-ähnliche BCRP-Proteinexpression. 

Zusammenfassend wurden in HROC43, HROC183 T0 M2, HROC217 T1 M2 und HROC239 

T0 M1 höhere Proteinlevel für PEPT1, OATP2B1, P-gp und BCRP detektiert als in Caco-2. 

HROC43 zeigte hierbei die größte Vergleichbarkeit der Transporter mit humanem Jejunum.  
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Abbildung 27: Zeitabhängige Proteinexpression von Transportern in den HROC-Zelllinien und 
Caco-2 im Vergleich zu humanem Jejunum. Die Zellen wurden bis zum Erreichen einer 100%igen 
Konfluenz (d0) und zehn Tage nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz (d10) in 6-Well-
Zellkulturplatten kultiviert. Die Quantifizierung der Proteinexpression erfolgte durch LC-MS/MS. Dar-
gestellt ist die Veränderung der Proteinlevel relativ zu humanem Jejunum, das Expressionslevel des 
Jejunum entspricht eins (rot). Dargestellt ist der Mittelwert, n = 2-3. Die statistische Auswertung erfolg-
te durch den gepaarten zweiseitigen t-Test (*** p < 0,001). BCRP: Breast Cancer Resistance Protein, 
LC-MS/MS: Flüssigkeitschromatografie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie, OATP2B1: 
Organo-Anion-Transporter 1, PEPT1: Peptidtransporter 1, P-gp: Permeabilitätsglykoprotein.  

4.7 Einfluss auf die Expression von Transportern, Enzymen und nukleären Rezep-

toren nach Behandlung mit Rifampicin und Vitamin D3 

Im letzten Teil wurde die Veränderung der Genexpression von Phase II-III-Enzymen 

(SLCO2B1, UGT1A6, ABCB1 und ABCG2) und den Rezeptorgenen NR1I2 und NR1I1 in 

den HROC-Zelllinien und der Caco-2 unter Behandlung mit den Induktoren Rifampicin und 

VD3 untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 dargestellt. Insgesamt wurde eine ho-

he Variabilität bei der Regulierung der mRNA als Folge der Arzneimittelreaktion festgestellt. 

So führte die Behandlung mit Rifampicin und VD3 sowohl zu induktiven als auch zu 

inhibitorischen Effekten auf die mRNA-Expression der untersuchten Phase II-III-Enzyme.  

Im Vergleich zu Caco-2 wurden in sechs HROC-Zelllinien stärkere Effekte auf die mRNA der 

Efflux-Transporter ABCB1 und ABCG2 beobachtet. Dies zeigte sich zum einen durch eine 

stärkere Induktion der ABCB1 mRNA in sieben HROC-Zelllinien als in Caco-2 (1,4-fach nach 

72 h) nach Behandlung mit VD3. Die stärksten Effekte wurden hierbei für HROC43 (6,5-fach 
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nach 72 h) und HROC60 (3,8-fach nach 72 h) nachgewiesen. Zum anderen führte die Be-

handlung mit Rifampicin in fünf HROC-Zelllinien zu einer höheren Induktion von ABCG2 im 

Vergleich zu Caco-2 (1,4-fach nach 48 h). Darunter zeigten HROC32 (4,2-fach nach 72 h), 

HROC43 (3,3-fach nach 72 h) und HROC60 (3,2-fach nach 72 h) die stärksten Effekte. Unter 

VD3-Behandlung konnten zudem in HROC239 T0 M1 (3,5-fach nach 24 h), HROC32 (2,3-

fach nach 48 h) und HROC60 (2,2-fach nach 72 h) stärkere Induktionseffekte als in Caco-2 

(1,7-fach nach 48 h) festgestellt werden. Rifampicin und VD3 führten insgesamt in HROC183 

T0 M2 und HROC217 T1 M2 zu stärkeren induktiven Effekten sowohl auf die CYP3A4-

Aktivität als auch auf die ABCB1-Expression im Vergleich zu Caco-2. HROC60 zeigte unter 

VD3 mit Caco-2 vergleichbare Induktionseffekte auf die Expression von NR1I2 und UGT1A6, 

jedoch stärkere Effekte auf ABCB1 (3,8-fach nach 72 h) und SLCO2B1 (3,9-fach nach 72 h). 

Die insgesamt höchste Rifampicin-vermittelte Regulation sowohl auf die CYP3A4-Aktivität 

als auch auf die Transporter-Expression wurde in HROC43 festgestellt. So konnte eine 

Herunterregulation für SLCO2B1 und eine Hochregulation für UGT1A6, ABCB1, ABCG2 und 

NR1I2 beobachtet werden. Auffällig war eine Herunterregulation multipler Enzyme und 

Transporter in den Linien HROC126 und HROC159 T2 M4. In HROC159 T2 M4 führte die 

Behandlung mit Rifampicin sowohl zu einer Herunterregulation der CYP3A4-Aktivität als 

auch der Expression von UGT1A6 (0,2-fach nach 24 h), ABCB1 (0,8-fach nach 24, 48 und 

72 h) und NR1I2 (0,5-fach nach 24 h). Hingegen war unter VD3 eine Hochregulation der 

CYP3A4-Aktivität, jedoch eine Herunterregulation der SLCO2B1-, UGT1A6-, ABCB1-, 

ABCG2-, NR1I2- und NR1I1-Expression zu verzeichnen. VD3 führte zu induktiven Effekten 

auf die NR1I1-Expression in den Linien HROC32 (2,4-fach nach 48 h), HROC43 (2,1-fach 

nach 72 h), HROC60 (2,6-fach nach 72 h) und HROC239 T0 M1 (2,1-fach nach 24 h), die 

mit Caco-2 (3,2-fach nach 72 h) vergleichbar waren. Eine Induktion des Rezeptorgens NR1I2 

durch VD3 konnte in HROC43 (3,9-fach nach 72 h), HROC239 T0 M1 (3,5-fach nach 72 h), 

Caco-2 (3-fach nach 72 h), HROC217 T1 M2 (2,3-fach nach 48 h) und HROC383 (1,7-fach 

nach 72 h) beobachtet werden. In HROC383 war als einziger signifikanter Effekt eine 

Herunterregulation von NR1I1 durch VD3 (0,6-fach nach 72 h) zu verzeichnen. Diese Linie 

wies schwache regulative Effekte durch Rifampicin und VD3 auf und war damit insgesamt 

mit Caco-2 vergleichbar. Im Gegensatz zu HROC383 führte Rifampicin in Caco-2 jedoch zu 

einer starken Hochregulation der NR1I2-Expression (16,6-fach nach 48 h). 

Zusammenfassend zeigten die Linien HROC43, HROC60, HROC80 T1 M1, HROC183 T0 

M2 und HROC217 T1 M2 eine höhere Anzahl signifikanter regulativer Effekte durch 

Rifampicin und VD3 als Caco-2. 
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Abbildung 28: Veränderung der CYP3A4-Aktivität sowie Genexpression von Phase II-III-
Enzymen nach Behandlung mit Rifampicin und Vitamin D3 in den HROC-Zelllinien und Caco-2. 
Die Zellen wurden in 6- und 96-Well-Zellkulturplatten kultiviert und bei Erreichen einer 100%igen Konf-
luenz für 72 h mit 20 µM RIF und 100 nM VD3, die unbehandelten Kontrollen mit 0,1 % DMSO (RIF) 
und 0,1 % Ethanol (VD3) behandelt. Nach der Isolation der Gesamt-RNA erfolgte die mRNA-
Quantifizierung durch Real-time PCR. Alle Ct-Werte wurden auf GAPDH normalisiert und die relative 
Veränderung der Genexpression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (entspricht eins) mithilfe 
der 2

-∆∆Ct
-Methode ermittelt. Für einen verbesserten Vergleich wurden die Ergebnisse zur Verände-

rung der CYP3A4-Aktivität zusätzlich mit aufgeführt. Dargestellt ist der Mittelwert, n = 2-3. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte durch den gepaarten zweiseitigen t-Test (* p < 0.01, ** p < 0.005). ABC: 
ATP-abhängige Efflux-Transporter, CYP: Cytochrom P450, NR: nukleäre Rezeptoren, RIF: Rifampicin, 
SLC: Solute Carrier-Transporter, UGT: UDP-Glucuronosyltransferase, VD3: 1,25-dihydroxyvitamin D3. 
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5 Diskussion 

5.1 Hintergrund 

Der Dünndarm stellt eine der wichtigsten Kontaktflächen zur Umwelt dar und ist an wichtigen 

physiologischen Funktionen wie der Absorption von Nährstoffen, Wasser und Vitaminen be-

teiligt. Gleichzeitig besitzt die Darmbarriere eine Schutzfunktion vor toxischen Xenobiotika 

und Pathogenen (Chelakkot et al. 2018; Gordon et al. 2015).  

Die meisten Arzneimittel werden aufgrund der vereinfachten, sicheren, schmerzfreien und 

kostengünstigen Gabe, insbesondere bei Langzeitpatienten, oral verabreicht (Sastry et al. 

2000; Jiang et al. 2022). Daher hat die Darmbarriere bei der oralen Verabreichung von Medi-

kamenten zunehmend an Bedeutung gewonnen. So galt die Leber lange Zeit als Hauptorgan 

des First-Pass-Metabolismus (Lin et al. 1999). Mittlerweile werden 50 % der FDA-geprüften 

Medikamente zu oralen Arzneimitteln gezählt (FDA 2018). Nachdem die Substanzen nach 

oraler Einnahme den Magen passieren, werden sie aufgrund der hohen Resorptionsfläche 

und der erhöhten Permeabilität primär im Dünndarm resorbiert (Walton et al. 2016). Die orale 

Bioverfügbarkeit vieler wasserlöslicher und makromolekularer Arzneimittel wird jedoch durch 

ungenügende physikochemische Eigenschaften wie schlechter Löslichkeit oder geringer 

Permeabilität limitiert. Weitere Faktoren wie pH-Wert und schützende aktive Enzymbarrieren 

aus z.B. Mucinen können zusätzlich für eine geringere Wirksamkeit sorgen und beeinflussen 

somit den therapeutischen Effekt (Tekade 2018). Vor allem Protein- und Peptidwirkstoffe 

besitzen aufgrund ihres hohen Molekulargewichtes, instabilem Verhalten im Verdauungssaft 

oder geringer Membranpenetration eine orale Bioverfügbarkeit von weniger als 1 % (Zhu et 

al. 2021). Noch immer scheitern daher 90 % neuartiger Medikamente in der Entwicklung 

(Sun et al. 2022). Diese Hürden machen es erforderlich, die Parameter ADME an geeigneten 

in vitro Modellen zu untersuchen. Zunehmend wurden daher in vitro Modelle zumeist in Ver-

bindung mit dem Goldstandard Caco-2 zur Untersuchung von Wirkstoff- und Nährstofftrans-

portvorgängen durch das Dünndarmepithel entwickelt (Wikman-Larhed und Artursson 1995; 

Walter et al. 1996; Artursson et al. 2001). Die Caco-2-Zelllinie zählt zu den am meisten ver-

wendeten Modellen zur Untersuchung von Absorptions- und Transportprozessen (Meunier et 

al. 1995; Ingels und Augustijns 2003). Dieses Modell ist jedoch in seiner Anwendung und 

Vorhersagekraft der ADME-Parameter in verschiedenen Eigenschaften limitiert. Grundsätz-

lich sind die in vitro Eigenschaften der Caco-2 nicht mit der in vivo Situation der Darmbarriere 

vergleichbar. So ist der Caco-2-Monolayer durch eine geringe parazelluläre Permeabilität 

charakterisiert, wodurch aufgrund einer fehlenden Mucinschicht hoch diffusionsfähige kleine 

Moleküle zu den Mikrovilli vereinfacht zugeführt werden (Artursson et al. 2001). Zudem wur-

de vielfach gezeigt, dass sich die Genexpression bestimmter Transporter erheblich von der 
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in humanem Dünndarm unterscheidet (Hilgendorf et al. 2007; Brück et al. 2017; Nakamura et 

al. 2002; Taipalensuu et al. 2001). Um die Limitationen des Caco-2-Modells zu überwinden, 

wurde ausgehend von einer hohen Anzahl neu etablierter KRK-Zelllinien der BioBank Ros-

tock untersucht, ob eine Untergruppe dieser HROC-Linien eine im Vergleich zur Caco-2 ver-

besserte Ähnlichkeit zur in vivo Darmbarriere aufzeigt. 

5.2 Charakterisierung der Zelllinien 

Ein entscheidendes Kriterium bei der Auswahl geeigneter in vitro Modelle ist die Anwendbar-

keit von Standard in vitro Assays wie dem wound healing assay. Diese Methode ist einfach 

und kostengünstig durchzuführen und findet vielfach Anwendung bei der Untersuchung 

zweidimensionaler Zellmigration und epithelialer Wundheilung. In der pharmazeutischen In-

dustrie hat die Untersuchung des therapeutischen Einflusses auf die Zellmigration durch An-

wendung von in vitro Assays in den letzten Jahren an Aufmerksamkeit gewonnen (Rodriguez 

et al. 2005; Nikolić et al. 2006; Gandalovičová et al. 2017). Die Wundheilung des Dünndarms 

beträgt fünf bis zehn µm/h und ist abhängig von der Proliferation, der Differenzierung an die 

Wunde angrenzender IECs sowie regulativer Peptide wie Wachstumsfaktoren und Zytokine 

(Heath 1996; Iizuka und Konno 2011). In dieser Arbeit konnten durch Anwendung des wound 

healing assay Migrationsraten im Bereich von 0,7 µm/h bis 7,7 µm/h ermittelt werden. Dies 

zeigte innerhalb des untersuchten HROC-Zellpanels zunächst die Fähigkeit zur Zellmigrati-

on. Mit Zellmigrationsraten von 6,2 µm/h in HROC60 waren diese am ehesten mit Caco-2 

(7,7 µm/h) und der intestinalen Wundschließungszeit vergleichbar (Parker et al. 2017; Heath 

1996). Die Migrationsraten der übrigen Linien liegen somit unter denen des Dünndarms in 

vivo. Ein Vergleich zwischen den in vitro Daten und der in vivo Situation ist jedoch aufgrund 

der gesteigerten Tumorigenität der Tumorzellen erschwert (Pastor et al. 2010). Ebenso 

könnten höhere Migrationsraten auf den Mutationsstatus oder Mikrosatelliteninstabilität zu-

rückzuführen sein, wodurch ein direkter Vergleich mit gesundem intestinalem Gewebe er-

schwert wird.  

Zusätzlich zur Simulation epithelialer Wundheilung sollte die Nutzung der HROC-Zellmodelle 

für HTS gegeben sein. Aus diesem Grund wurden zusätzlich die Proliferationszeiten der Zell-

linien erfasst, um das Handling der Kulturen und die Anwendbarkeit für HTS, begünstigt 

durch eine schnelle Proliferationszeit, zu gewährleisten. Die untersuchten HROC-Zelllinien 

wiesen insgesamt Verdopplungszeiten von 43,9 h bis 68,4 h auf. Das beschleunigte Migrati-

onsverhalten in Caco-2 und in HROC60 spiegelte sich nicht in der Wachstumsgeschwindig-

keit wider. Für Caco-2 wurde in dieser Untersuchung eine Verdopplungszeit von 52,1 h be-

stimmt. Dies ist mit der für Caco-2 bekannten Verdopplungszeit von 51,4 h vergleichbar. Im 

Gegensatz dazu liegen die Verdopplungszeiten weiterer etablierter, häufig für in vitro Versu-

che genutzter KRK-Zelllinien wie T-84 bei 33,9 h und für HT-29 bei 36,9 h (Bazzocco et al. 
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2015). Eine damit vergleichbare Verdopplungszeit wurde nur durch HROC183 T0 M2 mit 

einer Verdopplungszeit von 43,9 h erreicht. Ausgehend von den erhobenen Daten zu den 

Proliferationszeiten konnte festgestellt werden, dass die Migrationsgeschwindigkeit nicht 

zwangsläufig mit den ermittelten Verdopplungszeiten korreliert.  

Die Phänotypisierung der Oberflächenstruktur in den HROC-Zelllinien ergab insgesamt eine 

erhöhte Expression sowohl von B- und T-Zell-, als auch Adhäsionsmarkern in den Linien 

HROC60 und HROC383. Auffällig war auch eine im Vergleich höhere Expression von CD54 

in diesen Linien. CD54 ist in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert und hat eine wichtige 

kostimulierende Funktion bei der T-Zell-Aktivierung. Ein Hochregulierung von CD54 könnte 

daher als verstärkte Antwort auf Entzündungsmediatoren wie proinflammatorische Zytokine, 

Hormone oder Zellstress zu deuten sein (Roebuck und Finnegan 1999). Auffällig war zudem 

eine schwache, im Vergleich zu den übrigen Linien leicht erhöhte Expression von CD102 in 

HROC43 und HROC60. CD102 ist für die Vermittlung adhäsiver Interaktionen für Antigen-

spezifische Immunabwehr, natürlicher Killerzell-vermittelter Abwehr oder Lymphozyten-

Rezirkulation relevant. Die Expression und Funktion in Tumorzellen ist bislang jedoch nicht 

geklärt (Sasaki et al. 2016b). Dennoch könnten diese Linien geeignete Modelle, insbesonde-

re zur Untersuchung der Regulierung des Lymphozyten-Wanderungsstroms durch die 

Darmwand von Bedeutung sein (Pabst und Rothkötter 1991). Hierzu müssten allerdings wei-

tere Untersuchungen vorgenommen werden. Die Ergebnisse verdeutlichten ebenso eine 

starke Expression des etablierten epithelialen Zellmarkers CD326 (Baeuerle und Gires 

2007). Die Expression des Markers lag bei den untersuchten Linien > 73 % und belegte da-

mit den epithelialen Ursprung der Zelllinien. Dies konnte zusätzlich durch eine zu CD326 

korrelierende Expression des Adhäsions- und Epithelmarkers CD29 belegt werden. Hinge-

gen wurde für den Epithel- und Tumormarker CD66adecb ein insgesamt schwächeres und 

heterogen verteiltes Expressionsmuster festgestellt. Besonders auffällig war eine schwache 

Expression in HROC60 (1 %) und HROC383 (12 %). Alle Linien des untersuchten Zellpanels 

sind tumoralen Ursprungs und besitzen die Eigenschaft zum Erreichen einer 100%igen Konf-

luenz mit Fähigkeit zur Zellmigration. Die genaue Ursache für die starken Expressionsunter-

schiede von CD66adecb kann daher in dieser Untersuchung nicht geklärt werden. Zusätzlich 

relevant für die Charakterisierung intestinaler in vitro Modelle sind die Marker CD15, CD24, 

CD44 und CD58. Es gibt Hinweise, dass der Granulozyten-Marker CD15 in Paneth-Zellen 

exprimiert ist (Ariza et al. 1996). Eine erhöhte CD15-Expression in HROC32 (55 %), 

HROC239 T0 M1 (47 %), HROC217 T1 M2 (36 %), HROC43 (33 %) und HROC183 T0 M2 

(27 %) könnte ein Hinweis auf Krypten-Stammzell-Eigenschaften dieser Linien sein. Darüber 

hinaus könnte CD15 auch durch fortgeschrittene Stadien der KRK in Zusammenhang stehen 

(Jang et al. 2013). CD24 und CD44 werden als Stammzellmarker beschrieben (Todaro et al. 

2010), können jedoch auch als Indikator für Metastasierung dienen. Eine Expression von 
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CD44 könnte zudem auf gesteigertes Tumorwachstum und antiapoptotische Effekte hindeu-

ten (Keysar und Jimeno 2010; Lim 2005). Die gesteigerte Expression von CD24 und CD44 in 

den Linien HROC126 und HROC383 kann daher nicht eindeutig als Stammzell-Indikator die-

nen. Der Oberflächenmarker CD58 wird als Kostimulator und Leukozyten-Funktionsantigen 

beschrieben (Zhang et al. 2021). IECs besitzen innerhalb des Dünndarmepithels eine wichti-

ge Funktion bei der Erkennung fremder Antigene. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt 

werden, dass der Marker CD58 von polarisierten IECs im Bereich von T-Zell-Kontakten ex-

primiert wird (Framson et al. 1999). Eine hohe CD58-Expression in den HROC-Zelllinien 

könnte auch dadurch zu erklären sein, dass KRK-Zelllinien häufig CD58-positiv sind und eine 

erhöhte Tumorigenität aufweisen. Zudem wurde gezeigt, dass eine erhöhte CD58-

Expression über Aktivierung des Wnt/β-catenin-Signalweges zur gesteigerten Selbsterneue-

rung von KRK-Zellen beiträgt (Xu et al. 2015). Dies könnte im Hinblick auf die Bedeutung 

des Wnt-Signalweges für die Differenzierung in IECS in diesen Linien eine Rolle spielen 

(Sansom et al. 2004). Dieser Aspekt liefert daher zunächst Anhaltspunkte, die weitere Unter-

suchungen dieser Linien auf funktioneller Ebene beispielsweise durch Verwendung von 

Stammzellmarkern rechtfertigen. 

Die umfangreiche Untersuchung zur Chemosensitivität gegenüber den klinisch relevanten 

Therapeutika 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin erbrachte deutliche Unterschiede innerhalb 

der 23 untersuchten HROC-Zelllinien. So zeigte HROC32 eine auffällig hohe, HROC60 hin-

gegen eine geringere Sensitivität gegenüber den Therapeutika. Dies könnte zum einen durch 

die unterschiedlichen Wirkungsmechanismen der Therapeutika begründet werden. Zum an-

deren könnten derartige Unterschiede u.a. durch Mutationen, veränderten Influx- oder 

Effluxmechanismen, Verdopplungszeiten oder auch verzögertes Ansprechen beeinflusst 

werden (Blondy et al. 2020; Wang et al. 2022).  

5.3 Epitheliale Barriereintegrität  

Die Integrität einer Epithelschicht kann in vitro durch verschiedene Techniken qualitativ und 

quantitativ bewertet werden. Dazu zählt die Visualisierung komplexer Proteinnetzwerke der 

TJ mithilfe von Immunfluoreszenzfärbungen, die Messung der makromolekularen Permeabili-

tät durch Verwendung von FITC-Dextranen und die Bestimmung des TEER nach Kultivie-

rung der Zellen in semipermeablen Transwell-Membraneinsätzen (Srinivasan et al. 2015; 

Rezaee und Georas 2014).  

In dieser Untersuchung erfüllten 32 von 49 HROC-Zelllinien durch Nachweis epithelialer 

Morphologie die Grundvoraussetzungen an intestinale Modelle. Die epitheliale 

Barriereintegrität wurde zunächst durch TEER-Messungen quantitativ bestimmt. Diese Me-

thode gibt Auskunft über die Ausbildung eines dichten Netzwerkes aus TJ und konnte in 

zahlreichen Studien in konfluenten Caco-2-Monolayern belegt werden (Lopez-Escalera und 



Diskussion 

78 
 

Wellejus 2022; Narai et al. 1997; Putt et al. 2017). Auf Grundlage der vielfach in unterschied-

lichen Untersuchungen erhobenen TEER-Werte für intestinale Gewebe und Zellmodelle 

kann eine grundlegende Klassifizierung der TEER-Werte in drei Bereiche erfolgen. TEER-

Werte von 50 bis 100 Ω·cm2 deuten hierbei auf ein poröses Epithel hin, wohingegen Berei-

che von 300 bis 400 Ω·cm2 als mittelmäßig und Werte von etwa 2 000 Ω·cm2 als dicht gelten 

(Amidon et al. 1999). Caco-2-Zellen benötigen typischerweise 21 Tage Kulturzeit, um in ei-

nen dichten Monolayer zu differenzieren, der als Voraussetzung zur Durchführung bidirektio-

naler Transportversuche gilt (Hubatsch et al. 2007). In Anlehnung an etablierte Standard-

Protokolle zur Durchführung von TEER-Messungen bei Caco-2, erfolgten die TEER-

Messungen in den HROC-Zelllinien ebenso über einen Zeitraum von 21 Tagen (Zhou et al. 

2005; Zhao et al. 2023). Dabei konnte eine Zunahme der TEER-Werte in den HROC-

Zelllinien und Caco-2 im zeitlichen Verlauf festgestellt werden. Die TEER-Maxima überschrit-

ten hierbei die Grenze von 300 Ω·cm2 und können somit als Nachweis für die Bildung einer 

funktionellen Barriere mit gut ausgebildeten TJ gedeutet werden (Srinivasan et al. 2015; 

Ghaffarian und Muro 2013). 

In dieser Untersuchung wurden für Caco-2 in Transwell-Zellkultureinsätzen TEER-Werte von 

419 bis 1 259 Ω·cm2 ermittelt. In weiteren Studien werden TEER-Werte für Caco-2 im Be-

reich von 150 bis 400 Ω·cm2 sowie 1 400 bis 2 400 Ω·cm2 angegeben (Srinivasan et al. 

2015; Hilgendorf et al. 2000). Die für Caco-2 erhobenen Daten liegen somit innerhalb des 

Bereiches der für Caco-2 bekannten TEER. Eine direkte Zuordnung entsprechend der Klas-

sifizierung der TEER-Werte wird aufgrund fehlender Übereinstimmung zu anderen Studien 

jedoch erschwert. In dieser Arbeit wird daher ein TEER von 1 200 Ω·cm2 in Anlehnung an 

den für Caco-2 erhobenen Maximalwert als Indiz für die Ausbildung eines dichten 

Monolayers angesehen. Die Abweichungen der TEER-Werte könnten auf die Nutzung unter-

schiedlicher Messgeräte, Zellkultureinsätze, der Passage der Zellen oder die hohe Tempera-

tursensitivität dieser Methode zurückzuführen sein (Srinivasan et al. 2015). Zusätzlich könnte 

diese Varianz auch durch unterschiedliche Caco-2-Klone oder Zellkulturprotokolle zu erklä-

ren sein (Yee 1997). Für Caco-2-Zellen wurde gezeigt, dass Veränderungen hinsichtlich des 

Differenzierungsgrades und der TEER-Werte Passagen-abhängig auftreten können. So 

konnten in Caco-2-Subklonen eine plattenepithelartigere Morphologie mit weniger stark aus-

geprägten Zell-Zell-Kontakten sowie einem Abfall des TEER bei Zunahme der Passagen 

nachgewiesen werden (Jahn et al. 2011). Zudem ist aus verschiedenen Untersuchungen 

bekannt, dass Zusätze wie Hormone, Wachstumsfaktoren und weitere Metaboliten in vivo 

regulative Effekte auf die Differenzierung in IECs ausüben und somit Einfluss auf den TEER 

nehmen können (Souleimani und Asselin 1993; Basson et al. 1996; Gomez et al. 1995; 

Hardin et al. 1993). Dieser Aspekt konnte in vitro durch den Nachweis einer erhöhten Per-

meabilität in Caco-2 verifiziert werden (Gupta et al. 2013). Die zelllinienspezifischen TEER-
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Maxima lagen insgesamt in einem Bereich von 812 Ω·cm2 (HROC383 an d15) bis 6 066 

Ω·cm2 (HROC60 an d17). Hiervon lagen drei der Linien unterhalb der für Caco-2 erfassten 

Maxima. Überraschend war der exorbitant hohe TEER in HROC60, der während fünfwöchi-

ger Kultur auf einen Wert > 11 500 Ω·cm2 anstieg. Ein derart hoher TEER weicht deutlich von 

denen anderer KRK-Zelllinien ab und ist bisher von keiner weiteren Zelllinie kolonischen Ur-

sprunges bekannt (Srinivasan et al. 2015). Für den menschlichen Dünndarm wird ein TEER 

von 12 bis 120 Ω·cm2 angegeben (Amidon et al. 1999; Ayehunie et al. 2018; Collett et al. 

1996). Dies könnte durch eine höhere Anzahl und Größe von wassergefüllten Poren im 

Dünndarmepithel zu erklären sein (Artursson et al. 1993; Linnankoski et al. 2010). Insbeson-

dere die Präsenz Mucin-sezernierender Becherzellen könnte potentiell zu niedrigeren TEER-

Werten und somit zu einer verbesserten Simulation der physiologischen Parameter beitragen 

(Amidon et al. 1999). Der extrem hohe TEER in HROC60 könnte daher durch eine geringe 

Anzahl Mucin-sezernierender Becherzellen oder enteroendokriner Zellen zu erklären sein. 

So konnte in Untersuchungen durch Triple-Ko-Kultur mit Mucin-sezernierenden HT-29-Zellen 

und der B-Lymphozyten-Zelllinie Raji B eine gesteigerte Permeabilität der Caco-2-Monolayer 

durch Erhöhung der Zelldiversität erreicht werden (Antunes et al. 2013). Deutlich höhere 

TEER-Werte in den HROC-Zelllayern im Vergleich zu humanem Dünndarm deuten somit auf 

eine schwächere Porosität im Vergleich zu intestinalem Gewebe hin. Ein direkter Vergleich 

zwischen den in menschlichem Dünndarmgewebe und konfluenten 2D-Zellkulturlayern erho-

benen TEER-Werten ist jedoch schwierig. Zum einen fehlen weitere zuverlässige Angaben 

von TEER aus humanem Dünndarmgewebe in vivo. Zum anderen sind die TEER-Werte teil-

weise durch Nutzung unterschiedlicher Methoden wie der Ussing-Kammer erhoben worden. 

Dabei liegen die absoluten TEER-Werte, die per Ussing-Kammer erhoben werden, generell 

unterhalb der mit Voltohmmetern erfassten Messdaten (Hoffmann et al. 2021). Weiterhin 

fehlen ausführlichere Angaben zur Methodik bei der Erhebung der TEER-Werte aus huma-

nem Dünndarmgewebe. Aufgrund der erschwerten Vergleichbarkeit von TEER-Werten aus 

unterschiedlichen Laboren wird die Bestimmung der parazellulären Permeabilität bestimmter 

Substanzen als genauere Grundlage für laborübergreifende Vergleiche angesehen (Yee 

1997). Zusätzlich zur Erfassung des TEER erfolgte daher die Untersuchung der parazellulä-

ren Permeabilität. Bei zunehmender Kulturzeit konnte hierbei eine mit Caco-2 vergleichbare 

Abnahme der FITC-Dextran-Permeabilität beobachtet werden. Dies belegte zusätzlich zu 

den TEER die Ausbildung von dichten TJ-Netzwerken. Die Ergebnisse zeigen jedoch eine 

geringere Porosität in den untersuchten HROC-Linien, die ausgehend von der Referenz 

Caco-2 im Vergleich zum humanen Dünndarmepithel erhöht ist. 

TJ sind in der Lage, durch Ausbildung einer epithelialen Barriere die parazelluläre Diffusion 

im Darmepithel zu beschränken (Anderson 2001). Nach der Aufnahme besonders hydrophi-

ler Arzneimittel können diese aufgrund dieser Barriere nur erschwert vom dahinterliegenden 
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Gewebe absorbiert werden. TJ-Proteine bilden durch Membranproteine jedoch nicht nur eine 

Barriere, welche die parazelluläre Permeabilität beeinflusst, sondern sind in weitere funktio-

nelle Gruppen eingeteilt. Somit sind sie über Signaltransduktion in weitere komplexe Vor-

gänge wie der Zellproliferation, aber auch der Teilung polarer Zellen in eine apikale und 

basolaterale Einheit involviert (Paris et al. 2008). Zwei Proteine, die am Aufbau des TJ-

Netzwerkes eine Rolle spielen, sind ZO-1 und Occludin. Bei ZO-1 handelt es sich um ein 

Transmembranprotein, welches als Verbindungsprotein zwischen Aktinfilamenten, dem 

Cadherin-Catenin-Komplex und Occludin an der Abdichtung des parazellulären Raums be-

teiligt ist (Fanning et al. 1998; Itoh et al. 1997). Die Detektion von komplexen Netzwerken 

des TJ-Proteins ZO-1 deutet daher auf die Ausbildung weiterer TJ hin. Dies konnte durch 

eine mindestens mit humanem Dünndarm vergleichbare Genexpression von Occludin im 

postkonfluenten Stadium aller untersuchten Zelllinien bekräftigt werden. Diese Ergebnisse 

können daher zusammenfassend als Nachweis für die Ausbildung von TJ-Komplexen und 

somit funktioneller Barriereeigenschaften gedeutet werden.  

Die Organisation und Expressionsstärke der TJ-Proteine in den HROC-Zelllinien bildet somit 

grundsätzlich eine solide Basis zur Untersuchung von Regulationsmechanismen parazellulä-

rer Bewegung von Ionen, Makromolekülen und Immunzellen durch die intestinale Barriere 

hindurch (Rodgers et al. 2013). In der Arzneimittelforschung spielt die Existenz von TJ in 

intestinalen in vitro Modellen eine bedeutende Rolle. So existieren Studien zur pharmakolo-

gischen Beeinflussung der TJ-Permeabilität (Walter 2009). Darüber hinaus ist die Entwick-

lung und Anwendung effektiver TJ-Modulatoren zur Erhöhung des parazellulären Wirkstoff-

transportes und Selektivität Gegenstand der Forschung (Deli 2009).  

Insgesamt konnte ein konfluenzabhängiger Anstieg der Occludin-Expression in den Linien 

HROC43, HROC60, HROC80 T1 M1, HROC183 T0 M2, HROC239 T0 M1 und Caco-2 beo-

bachtet werden. Dies könnte auf eine Ausreifung der TJ-Strukturen mit Zunahme der Kultur-

zeit hindeuten (Lopez-Escalera und Wellejus 2022). Unklar ist die erhöhte Occludin-

Expression in den übrigen Linien vor Erreichen der Konfluenz. Auffällig war die im Vergleich 

zu humanem Dünndarm vielfach höhere Occludin-Expression in Caco-2 nach zehntägiger 

Postkonfluenz, die sich deutlich von den Expressionslevel der HROC-Zelllinien abhob. Mög-

liche Ursache für die hohe Varianz der Occludin-Expression in den Zelllinien ist die Interakti-

on von Occludin mit einem Signaltransduktionsweg zur Regulierung von Überlebensmecha-

nismen in Krebszellen. So wird Occludin als mögliches Tumorsuppressorgen in verschiede-

nen Krebsarten vermutet (Osanai et al. 2006). In mehreren Untersuchungen konnte gezeigt 

werden, dass eine Hochregulierung weiterer TJ-Moleküle in Krebszellen zu induzierter Apop-

tose und Suppression von metastatischem Potential führt (Michl et al. 2003; Mima et al. 

2005; Hoevel et al. 2004). Die in dieser Arbeit nachgewiesene Hochregulierung von Occludin 

in Caco-2 könnte auf eine übermäßige Ausbildung von TJ hindeuten, die wiederum zur be-
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kannt geringen Permeabilität dieses Modells im Vergleich zu humanem Dünndarm führt 

(Amidon et al. 1999). Untersuchungen zur Occludin-Expression zeigten zwar, dass eine 

Hochregulierung die Funktion von TJ-Barrieren beeinflussen könnte (Balda et al. 2000), dies 

konnte in weiteren Studien durch den Nachweis physiologisch und strukturell normaler TJ in 

Occludin-Knockout-Mäusen jedoch nicht bestätigt werden (Saitou et al. 2000; Schulzke et al. 

2005). Somit kann davon ausgegangen werden, dass Occludin allein nicht entscheidend bei 

der Bildung von TJ beteiligt ist. Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine Hochregulierung 

von Occludin keinen Effekt auf die ZO-1-Expression hat (van Itallie et al. 2010). Dies würde 

die innerhalb des untersuchten Panels auftretenden zelllinienspezifischen Unterschiede bei 

der REM-Detektion von TJ-Strukturen, Visualisierung von ZO-1 als auch Expression von 

Occludin erklären. Die zur Bewertung der epithelialen Integrität herangezogenen Parameter 

korrelierten somit nicht zwangsläufig untereinander. Zwischen der ZO-1-Expression konnte 

kein Zusammenhang mit den korrespondierenden Daten zu TEER, FD4-Permeabilität und 

der Occludin-Expression in postkonfluenten Zellen festgestellt werden. Bisher ist bekannt, 

dass eine Hochregulierung von Occludin keinen Effekt auf die ZO-1-Expression hat (van 

Itallie et al. 2010). Weiterhin konnte der hohe TEER in HROC60 nicht durch ein signifikant 

stärkeres ZO-1-Expressionsmuster, auf Ebene der Genexpression jedoch durch einen An-

stieg von Occludin im postkonfluenten Stadium unterlegt werden. Innerhalb der ZO-1-

Expressionsmuster zeigte HROC159 T2 M4 ein engmaschiges, gut verteiltes TJ-Netzwerk, 

das sich aufgrund der homogenen Fluoreszenz deutlich von denen der anderen Linien ab-

hob. Die REM-Analyse erbrachte insbesondere für HROC60 und HROC159 T2 M4 den 

Nachweis stark ausgebildeter wallartiger TJ-Strukturen. Für beide Linien könnten diese Be-

obachtungen als Ergänzung zu hohen TEER in HROC60 sowie einem gut verteilten ZO-1-

Expressionsmuster mit Dünndarm-ähnlicher Occludin-Expression in HROC159 T2 M4 die-

nen. Ebenso wurde in HROC159 T2 M4 ähnlich wie für HROC383 ein geringerer TEER er-

fasst. Somit wären HROC159 T2 M4 und HROC383 im Vergleich physiologisch mit dem 

Dünndarm vergleichbarer als die übrigen Linien. Für alle Zelllinien gilt jedoch, dass sich be-

dingt durch zelllinienspezifische Proliferationsraten eine längere Kulturzeit möglicherweise 

auf einen weiteren Anstieg des TEER ausgewirkt hätte (Liu et al. 2023a). Es bleibt also an-

zuzweifeln, ob es sich bei den erfassten TEER-Daten tatsächlich um die potentiell erreichba-

ren zelllinienspezifischen Maxima handelt.  

Auffällig war der Nachweis erhöhter FD4-Permeabilität in HROC32 und HROC43 an d14 (11 

% und 30 %) trotz erhöhter TEER-Werte von 946 und 1 321 Ω·cm2. Insbesondere HROC43 

zeigte eine erhöhte Diskrepanz zwischen TEER und FD4-Permeabilität. Bei einem ver-

gleichbaren TEER in Caco-2 konnte hingegen kein parazellulärer Flux gemessen werden. 

Dies könnte daher auf eine erhöhte Porosität des HROC43-Monolayers trotz Ausbildung ei-

ner dichten TJ-Barriere hinweisen. Damit hätte speziell HROC43 ein im Vergleich zu den 
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übrigen Linien höheres Potential zur verbesserten Simulation der gastrointestinalen Physio-

logie. Die Bestimmung der parazellulären Permeabilität in dieser Untersuchung war jedoch in 

einigen Punkten limitiert. Zum einen wurde der parazelluläre Flux ausschließlich durch Ver-

wendung von FITC-Dextran mit einem Molekulargewicht von 4 kDa durchgeführt. Um ver-

besserte Aussagen speziell zur Funktionalität der TJ zu treffen, wären zusätzlich Untersu-

chungen mit parazellulären Tracer unterschiedlicher Molekülgröße notwendig. So fand bei-

spielsweise Lucifer Yellow bei der Untersuchung der parazellulären Permeabilität vielfach 

Verwendung (Hidalgo et al. 1989; Valdez et al. 2020). 

5.4 Differenzierungsgrad 

Der Dünndarm ist ein komplexes System, bestehend aus verschiedenen IECs wie Enterozy-

ten, Becher-, Paneth- und enteroendokrinen Zellen (Tillmann 2016). Innerhalb des intestina-

len Epithels zählen die Enterozyten dabei zu dem vorherrschenden Zelltyp (Gehart und 

Clevers 2019). Im lebenden Körper interagieren unterschiedliche Zelltypen durch Signale 

benachbarter Zellen miteinander und sorgen so für die biologische Funktion des Gewebes. 

Die zellulären Phänotypen des Dünndarmepithels werden durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Interaktionen beeinflusst und sind definiert durch die Expression spezifischer Gene (Armingol 

et al. 2021; Hickey et al. 2023). Um Interaktionen zwischen verschiedenen Zelltypen zu un-

tersuchen, sind bislang jedoch Ko-Kulturen erforderlich (Lea 2015). Die Etablierung von 

Zellmodellen mit höherem Differenzierungsgrad als Caco-2 ist für eine vereinfachte Kultivie-

rung, einer verbesserten Darstellung der in vivo Situation und Beurteilung von ADME-

Parametern von großem Interesse. Jedoch sind Differenzierungsprozesse in etablierten 

KRK-Zelllinien bisher nur von einer limitierten Anzahl an Modellen bekannt (Liévin-Le Moal 

und Servin 2013). Demnach liegen bisher kaum Studien zu Differenzierungsprozessen in 

IECs bei KRK-Zelllinien vor. Hauptsächlich wurde bisher die Oberflächendifferenzierung 

konfluenter Monolayer der Zelllinien Caco-2, HT-29 und T84 rasterelektronenmikroskopisch 

untersucht. Caco-2 sind auf apikaler Seite der Zellmembran durch zahlreiche Enterozyten 

charakterisiert, die sich in Form eines dichten und regulär verteilten Mikrovilli-Besatzes zei-

gen (Cabellos et al. 2017; Chen et al. 2015). Die einzelnen Enterozyten sind dabei durch 

REM nachweisbare TJ-Strukturen miteinander verbunden. Anhand der REM-Aufnahmen 

dieser Untersuchung zeigte sich jedoch eine geringere Ausprägung der TJ in Caco-2 als in 

anderen Studien (Chen et al. 2015). Dies könnte durch die im Vergleich zu den üblichen 

Caco-2-Protokollen verkürzte Postkonfluenz von zehn Tagen zu erklären sein, die somit 

auch auf die Oberflächendifferenzierung in den HROC-Linien Einfluss nehmen könnte. 

Zunächst wurden die Zelllinien hinsichtlich ihrer Differenzierbarkeit zu Enterozyten unter-

sucht. Enterozyten spielen eine entscheidende Rolle beim Verdauungsprozess durch Auf-

nahme von Wasser, Nährstoffen, Vitaminen und unkonjugierten Gallensalzen. Weiterhin sind 
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Enterozyten bei der Entwicklung einer immunologischen Toleranz gegenüber resorbierten 

Proteinen beteiligt (Miron und Cristea 2012). Die Beurteilung der Enterozyten-Differenzierung 

erfolgte anhand der Expression von OATP2B1 und NR1I2 sowie dem REM-Nachweis eines 

intestinalen Bürstensaumes. OATP2B1 ist in der apikalen Membran humaner Enterozyten 

lokalisert (Chen et al. 2020). Daneben konnte eine erhöhte NR1I2-Expression bei höherer 

Anzahl differenzierter IECs nachgewiesen werden (Ranhotra et al. 2016). Die quantitativen 

Daten dieser Marker dienten somit der methodischen Validierung sowie als Indiz für den 

Nachweis von Enterozyten. Caco-2-Zellen differenzieren in Kultur hauptsächlich in Enterozy-

ten (Lea 2015). Dies könnte die auch aus weiteren Studien bestätigte Überexpression von 

OATP2B1 in Caco-2 im Vergleich zu jejunalem Gewebe erklären (Brück et al. 2017; Seithel 

et al. 2006; Englund et al. 2006). Die in dieser Arbeit für Caco-2 rasterelektronenmikrosko-

pisch nachgewiesenen, charakteristischen Mikrovilli-Strukturen, zeigten zunächst morpholo-

gische Ähnlichkeit mit denen aus anderen Studien (Lea 2015; Chen et al. 2015). Grundsätz-

lich waren die in den HROC-Zelllinien nachgewiesenen Mikrovilli-Strukturen demnach min-

destens mit Caco-2 vergleichbar. Dies konnte dadurch belegt werden, dass die Höhe der Villi 

von etwa 1 µm mit der Höhe der Mikrovilli auf apikaler Seite der Enterozyten im Dünndarm 

mit 1 bis 3 µm sehr ähnlich waren (Crawley et al. 2014). Die Strukturen der Mikrovilli im 

menschlichen Dünndarm sind im Normalfall charakterisiert durch eine fingerförmige Morpho-

logie. Innerhalb des Panels traten jedoch unterschiedlichste Ausprägungen von Mikrovilli-

Formationen hervor. Im Vergleich unterschieden sich die eher kurzen, drahtigen Mikrovilli-

Strukturen in Caco-2 signifikant von denen in HROC183 T0 M2 sowie HROC217 T1 M2. 

Diese Linien zeigten bei REM-Visualisierung verbesserte morphologische Eigenschaften 

hinsichtlich Dichte und Struktur der Villi, die subjektiv betrachtet eine höhere Ähnlichkeit mit 

der Morphologie im Dünndarm aufwiesen (Crawley et al. 2014). Wenigstens für HROC183 

T0 M2 wurde dies auch in einer mit dem Jejunum vergleichbaren OATP2B1-

Proteinexpression sowie Überexpression von NR1I2 nach zehntägiger Postkonfluenz wider-

gespiegelt. Die höchste Ähnlichkeit mit Dünndarm-spezifischen Leveln von OATP2B1 und 

NR1I2 wurde jedoch für HROC43 erfasst. Mit Abweichungen zur jejunalen Expression konn-

te OATP2B1 zudem in den Linien HROC32, HROC80 T1 M1, HROC159 T2 M4 und 

HROC239 T0 M1 detektiert werden. Obwohl sich auf REM-Ebene keine auffällig morphologi-

schen Unterschiede zeigten, könnte die OATP2B1-Proteinexpression in diesen Linien den-

noch auf die Ausbildung einer Enterozytenbarriere hindeuten. Schwächere Level in den Li-

nien HROC126 und HROC239 T0 M1 könnten durch den rektalen Ursprung dieser Linien mit 

abnehmender Mikrovilli-Dichte zu erklären sein (Ouwehand und Vaughan 2006). Hingegen 

deuten die in ihrer Dichte geringeren und im Vergleich drahtigeren Mikrovilli-Strukturen in 

HROC60 und HROC383 auf eine schwächere Differenzierung in Enterozyten hin. Insbeson-

dere HROC60 war durch einen äußerst homogenen Mikrovilli-Besatz ohne größere Unter-
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schiede in Bezug auf Dichte und Morphologie geprägt. Nicht detektierbare Proteinlevel von 

OATP2B1 in HROC60 sowie eine schwache Genexpression von NR1I2 in HROC383 könn-

ten diese Annahme möglicherwiese bestätigen. Die Linie T84 zeigt in Kultur strukturelle und 

funktionelle Charakteristika kolonischer Zellen mit Ähnlichkeit zu HROC60, die durch kurze 

Mikrovilli und ausgeprägte TJ charakterisiert sind (Liévin-Le Moal und Servin 2013). Dies 

konnte in einer weiteren Studie durch einen hohen TEER von bis zu 4 000 Ω·cm2 in T84 be-

legt werden (Yamaura et al. 2016). Die hohe Ähnlichkeit von HROC60 mit T84 führt wenigs-

tens für diese Linie zu der Annahme, dass HROC60 in deutlichem Ausmaß in kolonische 

Zellen differenziert.  

Der Nachweis Mikrovilli-besetzter Zellen kann jedoch nicht zwangsläufig als Nachweis für 

ausdifferenzierte Enterozyten dienen. So sind viele Zellarten durch kurze einzelnstehende 

Mikrovilli charakterisiert (Ulfig 2019). Für Caco-2 konnte zudem eine passagenabhängige 

Abnahme des Bürstensaumes nachgewiesen werden (Jahn et al. 2011). Insbesondere die 

hohe Variation des Mikrovilli-Besatzes kann hierbei als Indiz für schwach bzw. verschieden 

differenzierte IECs gedeutet werden. Daher wurde die Morphologie des Mikrovilli-Besatzes in 

Caco-2 als Referenz für ausdifferenzierte Enterozyten genutzt. Mindestens kann die Detekti-

on eines Bürstensaumes als Indiz für polarisierte, resorbierende Epithelien dienen. Die Inter-

pretation der Mikrovilli-Strukturen in den HROC-Zelllinien wird zusätzlich dadurch erschwert, 

dass unterschiedliche Kulturbedingungen oder Fluid-Zirkulation Einfluss auf die Ausprägung 

des Bürstensaumes intestinaler Epithelzellen nehmen können (Miura et al. 2015). Somit wird 

ein direkter Vergleich zwischen den HROC-Linien und Caco-2 erschwert. Zudem liefern die 

REM-Aufnahmen keine zuverlässigen quantitativen Daten, um die Differenzierung in Entero-

zyten adäquat zu beurteilen.   

Für den Nachweis der Differenzierung in Becher-, Paneth- und enteroendokrine Zellen wur-

den die HROC-Zelllinien nach Erreichen 100%iger Konfluenz hinsichtlich ihrer Proteinex-

pression der etablierten Marker MUC2, LYZ und CHGA fluoreszenzmikroskopisch unter-

sucht.  

Becherzellen sezernieren Schleim, deren Hauptbestandteil aus Mucinen besteht (Moe 1953; 

Meaney und O'Driscoll 1999). Diese Mucinschicht bedeckt die apikale Membran der IECs 

und limitiert somit die molekulare Absorption von Substanzen (Meaney und O'Driscoll 1999). 

Zellmodelle, die in Kultur in Enterozyten und Mucin-sezernierende Becherzellen differenzie-

ren, sind daher für die Arzneimittelforschung zur verbesserten Vorhersage der ADME-

Parameter von hohem Interesse (Pontier et al. 2001; Mahler et al. 2009). Die Detektion von 

MUC2 ergab deutliche zelllinienspezifische Unterschiede in den Fluoreszenzmustern. So 

hob sich das rinnsal-artige Fluoreszenzmuster in HROC43 deutlich von denen der anderen 

Linien ab. Dies könnte auf eine erhöhte Mucin-Sezernierung mit Bildung einer ausgereiften 

Mucinschicht oberhalb der Epithelschicht hinweisen. Im Gegensatz dazu wurde in den Linien 
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HROC60 und HROC159 T2 M4 ein auffällig intrazelluläres Fluoreszenzmuster beobachtet. In 

einer anderen humanen KRK-Zelllinie wurde MUC2 bei Erreichen einer nahezu 100%igen 

Konfluenz innerhalb des Zelllayers detektiert, wobei eine Sekretion in das Zellmedium fest-

gestellt wurde (Sheehan et al. 1996). Dies könnte mitunter die Ausprägung intrazellulärer 

Fluoreszenzmuster in den HROC-Zelllinien erklären. Variationen in der MUC2-Expression 

könnte zudem durch Expressionsschwankungen innerhalb KRK unterschiedlicher histologi-

scher Typen zu erklären sein (Blank et al. 1994). Des Weiteren könnte die ungleiche Vertei-

lung von Becherzellen innerhalb des Gastrointestinaltraktes Einfluss auf die MUC2-

Expression in den HROC-Linien nehmen. So nimmt die Anzahl an Becherzellen nach distal 

zu und ist im distalen Ileum sowie im Rektum am höchsten (Specian und Oliver 1991). Eine 

geringe MUC2-Expression könnte dagegen durch insgesamt schwach differenzierte KRK 

bzw. rektale Adenokarzinome sowie durch fortgeschrittenes Tumorstadium in KRK zu erklä-

ren sein (Wang et al. 2017b). Aus den Ergebnissen zur phänotypischen Charakterisierung 

der Oberflächenstruktur ging auch hervor, dass der Lymphozytenmarker CD69 in allen 

HROC-Zelllinien exprimiert war. CD69 liegt in Schleimhautarealen als physikalische Barriere 

zum Schutz vor Pathogenen hoch exprimiert vor (Radulovic und Niess 2015). Eine erhöhte 

Expression des Markers könnte demnach Hinweise auf die Ausprägung einer Mucinschicht 

liefern. Dies würde insbesondere die im Vergleich höchste CD69-Expression in HROC43 

erklären, die mit den rinnsal-artigen MUC2-Fluoreszenzmustern im Einklang steht.  

Paneth-Zellen sind im Dünndarm in den Krypten neben den Stammzellen lokalisiert und se-

zernieren antimikrobielle Substanzen wie LYZ (Porter et al. 2002). Ausgeprägte Fluores-

zenzmuster konnten in den Linien HROC43, HROC60, HROC159 T2 M4 und HROC217 T1 

M2 festgestellt werden. Diese Beobachtung könnte auf die Existenz von Paneth-Zellen bei 

chronischen Darmentzündungen, Adenomen und Karzinomen zurückzuführen sein (Luo et 

al. 2019). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Paneth-Zellen in der Lage sind, sich 

stammzellartige Eigenschaften anzueignen, die zur Entwicklung von Darmkrebs beitragen 

(Fodde et al. 2023). Im Kolon sind Paneth-Zellen nicht präsent, jedoch wurde ein zu Paneth-

Zellen analoger kolonischer Zelltyp mit ebenso sezernierenden und nischenartigen funktio-

nellen Eigenschaften beschrieben (Sasaki et al. 2016a). Die Unterscheidung beider Zelltypen 

gestaltet sich daher als problematisch. Innerhalb des Panels wurde in HROC43 ein auffälli-

ges, aus vielen einzelnen grob- und feintropfigen Punkten bestehendes Muster mit umlie-

gender cytoplasmatischer Fluoreszenz beobachtet, das sich deutlich von denen der anderen 

Linien unterscheidet. Dies könnte auf eine spezifische Färbung der LYZ-enthaltenen Vesikel 

einer Paneth-Zelle hinweisen (Liévin-Le Moal und Servin 2013). Trotz erhöhter Expression 

des Paneth-Zellmarkers CD15 in HROC43 kann diese Annahme anhand quantitativer Daten 

nicht belegt werden. 
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Enteroendokrine Zellen umfassen ca. 1 % der IECs im menschlichen Dünndarm und sezer-

nieren Hormone und Peptide für die Aktivierung von Immunzellen (Moran et al. 2008; 

Bohórquez et al. 2011). Ausgeprägte CHGA-Fluoreszenzmuster wurden in den Linien 

HROC43, HROC60, HROC159 T2 M4 und HROC239 T0 M1 festgestellt. Neben der Exis-

tenz enteroendokriner Zellen könnte die hohe Expression in den HROC-Linien auch durch 

die Anwesenheit CHGA-positiver Subtypen dieses Zelltyps erklärt werden (Kim et al. 2001). 

Die starke intrazelluläre CHGA-Expression in HROC159 T2 M4 und HROC239 T0 M1 könnte 

dagegen auf die Rolle von CHGA in intrazellulärer Kalziumhomöostase zurückzuführen sein. 

Jedoch unterliegt die Proteinbestimmung von CHGA durch Antikörper noch immer Schwie-

rigkeiten aufgrund geringer Spezifität und Kreuzreaktivität für CHGA und abgeleiteter Peptide 

(Eissa et al. 2018). 

Da weitere Angaben wie vergleichende REM-Aufnahmen zu Mikrovilli-besetzten Becher- und 

Paneth-Zellen aus anderen 2D-Zellkulturmodellen oder humanem Dünndarmgewebe sowie 

Größenangaben ausgereifter IECs fehlen, können keine eindeutigen Aussagen zur Zuord-

nung auffälliger Areale zu bestimmten Zelltypen getroffen werden (Liévin-Le Moal und Servin 

2013). Für eine zuverlässige Beurteilung zur Differenzierung in weitere intestinale Zelltypen 

wären zusätzliche adäquatere, quantitative Methoden notwendig. Jedoch ergab die REM-

Untersuchung Anzeichen für Differenzierungen in weitere Zelltypen. So könnten 50 µm gro-

ße auffällige Areale ohne Mikrovilli-Besatz als Indiz für die Existenz von M-Zellen in den Li-

nien HROC32, HROC43 und HROC217 T1 M2 zu deuten sein. M-Zellen besitzen im Ver-

gleich zu Enterozyten keine Glykokalyx und sind durch ihre hohe Zugänglichkeit für den 

Transport von Antigenen durch die Epithelbarriere verantwortlich, was schließlich zur Stimu-

lierung des Immunsystems führt (Murphy et al. 2018). Morphologisch unterscheiden sich M-

Zellen durch die Abwesenheit von Mikrovilli-Strukturen (Beloqui et al. 2017). Insbesondere in 

HROC217 T1 M2 detektierte Areale zeigten starke Ähnlichkeit mit spärlichen Mikrovillli-

besetzten M-Zellen in Caco-2 nach Ko-Kultur mit Raji-B-Zellen (Schimpel et al. 2015). 

Aus den Ergebnissen zur Untersuchung des Differenzierungsgrades ging insgesamt hervor, 

dass HROC32 und HROC43 ein hohes Potential zur Differenzierung in Enterozyten, Becher-

, Paneth- und enteroendokrinen Zellen und möglicherweise auch M-Zellen aufweisen. Insbe-

sondere für HROC43 konnte dies rasterelektronenmikroskopisch durch eine hohe Variation 

in der Morphologie des Bürstensaumes sowie durch spezifische Fluoreszenzmuster bekräf-

tigt werden. HROC183 T0 M2 und HROC217 T1 M2 zeigten in Kultur ebenso ein erhöhtes 

Potential zur Differenzierung in IECs, jedoch ohne eindeutige Hinweise auf Paneth-Zellen. Im 

Gegensatz dazu konnte in HROC126 und HROC383 ein schwacher Differenzierungsgrad mit 

limitierter Anzahl an spezialisierten IECs festgestellt werden. Schwache ZO-1-

Expressionsmuster in diesen Linien könnten in direktem Zusammenhang mit dem Differen-

zierungsgrad stehen und diese Annahme bestätigen (Sommers et al. 1994). Der Nachweis 
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relevanter Marker-Proteine in einigen der HROC-Linien verdeutlichen jedoch, dass die natür-

liche Zell-Diversität des nativen Dünndarmepithels auch in immortalisierten Zelllinien wider-

gespiegelt werden kann.  

5.5 Vergleich der Expressionslevel mit humanem Dünndarm 

Eine mit dem Dünndarm vergleichbare Expression von Enzymen, Transportern und nukleä-

ren Rezeptoren ist eine wichtige Voraussetzung für die Verwendung von KRK-Zelllinien für 

ADME-Untersuchungen. Dies setzt bei Caco-2-Zellen eine 21-tägige Kultur zur Ausbildung 

eines dichten Monolayers voraus (Hubatsch et al. 2007; Sun et al. 2008). Es wurden jedoch 

zunehmend Protokolle beschrieben, um die Kultivierungszeit von Caco-2-Zellen zu verkür-

zen (Sevin et al. 2013; Peng et al. 2014; Kishimoto et al. 2014). Als unklar gilt jedoch, ob die 

kürzeren Kultivierungszeiten Einfluss auf die Expression und Funktion von Enzymen, Trans-

portern oder nukleären Rezeptoren haben. Der Vergleich prä- und postkonflunter Expressi-

onslevel führte zunächst zu der Erkenntnis, dass die Kultivierungsdauer signifikanten Ein-

fluss auf die Expression relevanter Gene und Proteine in den HROC-Zelllinien nimmt. Zu-

sätzlich erbrachten Korrelationen zwischen der Genexpression ausgewählter Transporter 

und nukleärer Rezeptoren den Nachweis aktiver funktioneller Gen-Gen-Netzwerke in den 

HROC-Linien. In diesem Zusammenhang verdeutlichte die Zunahme signifikanter Korrelatio-

nen im zeitlichen Verlauf die Relevanz zehntägiger Postkonfluenz für die Ausbildung einer 

genetischen Funktionsvielfalt. Im Vergleich zu Caco-2-Protokollen wären die für ADME-

Experimente notwendige Kultivierungszeit somit deutlich kürzer.  

Bislang erfolgten zahlreiche Untersuchungen zur Expression relevanter Enzyme und Trans-

porter in Caco-2 im Vergleich zum humanen Dünndarm. Hierbei konnte zwar gezeigt wer-

den, dass die Expression von Transportern in Caco-2 im Wesentlichen mit der in humanem 

Dünndarmgewebe übereinstimmt, jedoch traten zum Teil deutliche Unterschiede hervor 

(Hilgendorf et al. 2007; Taipalensuu et al. 2001; Englund et al. 2006; Seithel et al. 2006). Als 

größte Diskrepanz gilt hierbei eine deutlich höhere Expression von OATP2B1, die sowohl in 

dieser Untersuchung, als auch in zwei weiteren Studien belegt werden konnte (Ölander et al. 

2016). Die in dieser Arbeit erhobenen Genexpressionsdaten für SLCO2B1 und UGT1A6 in 

Caco-2 sind mit denen aus einer weiteren Studie vergleichbar. In dieser Untersuchung wur-

den in Caco-2 jedoch deutlich geringere ABCB1- und ABCG2-Expressionslevel festgestellt 

(Takenaka et al. 2014). Auch die im Vergleich zum Jejunum geringeren Proteinlevel für 

PEPT1 in Caco-2 wichen von den Beobachtungen einer weiteren Untersuchung ab (Brück et 

al. 2017).  

PXR hat eine wichtige Funktion bei dem Schutz des Körpers vor schädlichen Substanzen. 

Aus diesem Grund liegt PXR im Dünndarm für die Detoxifikation endo- und exogener Sub-

stanzen hoch exprimiert vor (Urquhart et al. 2007; Tirona 2011; Drozdzik et al. 2014). Unter-
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suchungen zeigten, dass die NR1I2-Expression in Caco-2 deutlich unter der des Dünndarms 

liegt (Negoro et al. 2016; Takahashi et al. 2022). Dies konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt 

werden. Bis auf HROC383 wurde in allen HROC-Linien eine mindestens mit dem Dünndarm 

vergleichbare NR1I2-Expression nach zehntägiger Postkonfluenz nachgewiesen. Unklar ist 

die im Vergleich deutlich geringere NR1I2-Expression in HROC383. Des Weiteren hoben 

sich die Expressionslevel in HROC80 T1 M1 und HROC183 T0 M2 deutlich von der des 

Dünndarms ab. Diese Unterschiede könnten durch die hohe Variabilität in der NR1I2-

Expression in KRK zurückzuführen sein (Raynal et al. 2010). Daneben hat PXR eine wichti-

ge Funktion als Regulator und Aktivator von Wachstum, Apoptose, Invasion und Metastasie-

rungsprozessen in KRK (Wang et al. 2011). Dies könnte sich zusätzlich auf die NR1I2-

Expressionslevel in den HROC-Zelllinien auswirken. Die mit NR1I2 im postkonfluenten Sta-

dium der Zellen korrelierende NR1I1-Expression könnte ebenso ein Hinweis auf die Aktivie-

rung apoptotischer Prozesse sein (Yu et al. 2023). Geringe NR1I1-Expressionslevel wie in 

postkonfluenten HROC383 deuten dagegen womöglich auf eine erhöhte Tumorprogression 

hin (Shi et al. 2020).  

Aus den Analysen geht deutlich hervor, dass die Linien HROC43, HROC183 T0 M2 und 

HROC217 T1 M2 hinsichtlich ihrer Gen- als auch Proteinexpressionslevel innerhalb der 

zehntägigen Postkonfkuenz eine höhere Ähnlichkeit mit humanem Dünndarm aufweisen als 

Caco-2. Insbesondere HROC43 wies hinsichtlich der BCRP-Proteinexpression eine hohe 

Vergleichbarkeit mit humanem Jejunum auf. Daher kann davon ausgegangen werden, dass 

sich HROC183 T0 M2 und HROC217 T1 M2, vorrangig jedoch HROC43 als verbesserte 

Zellmodelle zur Darstellung der in vivo Situation eignen.  

Eine mögliche tumoral bedingte Überexpression von P-gp und BCRP konnte für die HROC-

Linien und Caco-2 nicht bestätigt werden. Dies würde sich begünstigend auf Versuche zur 

Untersuchung von Efflux-Mechanismen in diesen Modellen auswirken.  

Grundsätzlich geht aus den Ergebnissen hervor, dass sich die mRNA-Expression als auch 

die Proteinlevel der ausgewählten Transporter zwischen den untersuchten Zelllinien und 

humanem Jejunum unterschieden. Obwohl Gemeinsamkeiten bestehen, lassen sich eindeu-

tige Rückschlüsse auf die tatsächliche Gen- und Proteinexpression in diesen Linien nicht 

ziehen. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass ein Vergleich zwischen der 

Genexpression und den Proteinlevel klinisch relevanter Transporter in intestinalem Gewebe 

nicht immer korreliert (Drozdzik et al. 2014). Diese Beobachtung wurde in ähnlicher Weise in 

Leberzellen bestätigt (Ohtsuki et al. 2012). Auch in dieser Arbeit konnte eine Diskrepanz 

zwischen der Genexpression und dem Proteingehalt von SLCO2B1, ABCB1 und ABCG2 

festgestellt werden. 
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5.6 Regulierung von Enzymen, Transportern und nukleären Rezeptoren 

CYP3A4 liegt neben dem Dünndarm auch in KRK exprimiert vor (Kolars et al. 1994; 

Gervasini et al. 2007). Die Enzyme der arzneistoffmetabolisierenden CYP-Familie sind dabei 

starken interindividuellen Schwankungen unterlegen. Als Folge polymorpher Allele bestehen 

durch veränderte Enzymfunktionen Unterschiede in der Fähigkeit, Arzneistoffe zu 

metabolisieren (Rodriguez-Antona und Ingelman-Sundberg 2006). Die mitunter hohen Level 

sowie die starken Unterschiede der basalen CYP3A4-Aktivität innerhalb des HROC-

Zellpanels könnte durch zellspezifische Charakteristika in Bezug auf physiologische und 

pathophysiologische Faktoren wie Hormonstatus, Geschlecht und Alter zu erklären sein 

(Klein und Zanger 2013). Bei der Untersuchung des First-Pass-Metabolismus oral verab-

reichter Medikamente führt der Mangel an CYP3A4 in Zellkulturmodellen wie Caco-2 zu er-

heblichen Nachteilen (Macedo et al. 2018; Ungell 2004). Um diese Problematik zu umgehen, 

wurde in Untersuchungen versucht, die CYP3A4-Expression in Caco-2 durch Behandlung 

mit VD3 oder durch Eingliederung von NADPH in die basolaterale Seite der Membran zu 

erhöhen (van Breemen und Li 2005). Dadurch konnte die Bedeutung des Caco-2-Modells für 

die Untersuchung des intestinalen First-Pass-Metabolismus erheblich verbessert werden (Hu 

et al. 2004). In den HROC-Zelllinien HROC32, HROC43 und HROC159 T2 M4 liegt im Ver-

gleich zu Caco-2 eine deutlich höhere basale CYP3A4-Aktivität vor. Diese Linien wären da-

her als Modelle zur Untersuchung des intestinalen First-Pass-Metabolismus im Vergleich zu 

Caco-2 besser geeignet. Die etablierte KRK-Zelllinie LS-180 zeigt im Vergleich zu Caco-2 

stärkere Induktionseffekte auf die CYP3A4 mRNA nach Behandlung mit Rifampicin (3-fach) 

und VD3 (5-fach). Nachteil dieser Linie sind jedoch ein geringer TEER sowie eine erhöhte 

Permeabilität (Yamaura et al. 2016). Im funktionellen Vergleich zeigten HROC183 T0 M2 

und HROC217 T1 M2 mindestens mit LS-180 vergleichbare CYP3A4-Induktionseffekte so-

wie deutlich höhere TEER-Werte mit geringerer parazellulärer Permeabilität. Aufgrund dieser 

Eigenschaften wären diese Linien zur Vorhersage der Bioverfügbarkeit von PXR- und VDR-

Liganden bei stabilerem Erhalt der Barriereintegrität überlegen.   

Die meisten Enzyme der CYPs sind bei Xenobiotikabelastung des Organismus zur Enzymin-

duktion fähig. Ausgelöst durch die verstärkte de novo Exprimierung von Enzymen wird die 

Geschwindigkeit der Biotransformation erhöht, wodurch in der Folge die Konzentration des 

Ausgangssubstrates abnimmt. Viele CYP-Induktoren sorgen zudem für eine Ko-Induktion 

von Phase II-Enzymen wie den UGTs oder den Glutathion-S-Transferasen (Rushmore und 

Kong 2002). Ferner wurden simultane Induktionseffekte zahlreicher Phase III-Transporter 

beobachtet. Eine derart koordinierte Aktivierung einer Biotransformations- und Transportkas-

kade führt zu einer erhöhten Effizienz der Detoxifikation schädlicher Xenobiotika (Xu et al. 

2005). Am deutlichsten waren Rifampicin-vermittelte regulative Effekte auf die CYP3A4-
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Aktivität, SLCO2B1-, UGT1A6-, ABCB1-, ABCG2- und NR1I2-Genexpression in HROC43 zu 

beobachten. Ähnliche, jedoch schwächere Effekte konnten in HROC32 und HROC60 beo-

bachtet werden. Die Modelle HROC183 T0 M2 und HROC217 T1 M2 waren durch starke 

Induktionseffekte auf die CYP3A4-Aktivität als auch auf die ABCB1 mRNA-Expression ge-

kennzeichnet. Diese Ergebnisse weisen auf eine im Vergleich zu Caco-2 verstärkte Aktivie-

rung einer Transportkaskade hin. Ganzheitlich betrachtet stellen diese Linien zusammen mit 

HROC43 somit geeignetere Modelle zur simultanen Untersuchung von PXR- und VDR-

vermitteltem intestinalen First-Pass-Metabolismus sowie Efflux-Mechanismen dar.  

VDR gilt als relevantes therapeutisches Ziel zahlreicher Vitamin D-Analoga (Choi et al. 

2020). Dies lässt sich durch das hohe therapeutische Potential von VDR-Liganden zur Be-

handlung von Entzündungen, Osteoporose, Autoimmunerkrankungen und Krebs erklären 

(Takada und Makishima 2015). Neben Caco-2 zeigten HROC43 und HROC60 schwache 

induktive Effekte auf NR1I1. Ferner deuten VDR-vermittelte Induktionseffekte auf SLCO2B1, 

ABCB1 und NR1I2 in HROC43 und HROC60 darauf hin, dass dieser Rezeptor aktiv in die-

sen Linien vorliegt. Somit wären diese Modelle als Ergänzung zu Caco-2 für die Bewertung 

neuartiger VDR-Liganden innerhalb der Wirkstoffforschung von hohem Interesse.   

In einigen HROC-Zelllinien, speziell in HROC43 und HROC60 konnten simultane Inhibitions-

effekte der CYP3A4-Aktivität sowohl nach der Behandlung mit Rifampicin, VD3 als auch mit 

Dexamethason beobachtet werden. Die genauen Ursachen für derartige Effekte können je-

doch nicht eindeutig geklärt werden. Vergleichende inhibitorische Effekte für NR1I2 wurden 

in den KRK-Zelllinien LS180 und Caco-2 durch Rifampicin beobachtet (Pfrunder et al. 2003, 

Kögl 2018). Diese Beobachtungen widersprechen der logischen Konsequenz einer Induktion 

durch Rifampicin. Mögliche Ursachen dieser Expressionsänderungen bleiben jedoch unge-

klärt, weil die exakten molekularbiologischen Signalwege der Induktions-Mechanismen noch 

nicht bekannt sind. Es wird jedoch von einer hohen Komplexität molekularbiologischer Sig-

nalwege ausgegangen. So konnte gezeigt werden, dass eine post-transkriptionelle Regulati-

on als auch eine Methylierung der Promotorregion von NR1I2 Einfluss auf die Expression 

nehmen können (Habano et al. 2011; Takagi et al. 2008). Im Gegensatz zur Induktion führt 

eine Hemmung der Enzymaktivität zu einem verlangsamten Abbau der verabreichten 

Pharmaka. Dies kann eine verlängerte pharmakologische Wirkung oder eine erhöhte Inzi-

denz arzneimittelinduzierter Toxizität zur Folge haben. Eine Hemmung des Metabolismus 

kann nach Verabreichung zweier Medikamente in Form ungewollter Arzneistoffinteraktionen 

auftreten, wenn diese um die Bindungsstellen an den Rezeptoren bzw. Plasmaproteinen und 

somit um das katalytische Zentrum des metabolisierenden Enzyms konkurrieren (Lin und Lu 

1998). In dieser Untersuchung wurden die CYP3A4-Substrate einzeln verabreicht, sodass 

diese Möglichkeit ausgeschlossen werden kann. Eine große Anzahl klinisch bedeutender 

Interaktionen, die auf der Inhibition von CYPs beruhen, kann zudem durch die geringe Sub-
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stratspezifität dieser Enzyme erklärt werden (Lin und Lu 1998). Unerwartet waren signifikan-

te Inhibitionseffekte auf die CYP3A4-Aktivität nach Behandlung mit Rifampicin, VD3 und 

Dexamethason. Möglicherweise könnten die Inhibitionseffekte in einigen HROC-Linien auch 

aufgrund tumoraler Eigenschaften hervorgerufen werden. So ist bekannt, dass Entzün-

dungsprozesse, Infektionen oder Krebserkrankungen zu veränderten pharmakokinetischen 

Eigenschaften von Arzneimitteln führen, die in einer Herunterregulation metabolisierender 

Enzyme resultieren (Slaviero et al. 2003).  

Bisherige Untersuchungen zeigten verstärkte CYP3A4-Induktionseffekte in Caco-2 durch 

VD3, jedoch nicht durch Rifampicin und Dexamethason (Schmiedlin-Ren et al. 2001; Negoro 

et al. 2016). Diese Ergebnisse sind damit konträr zu den Beobachtungen dieser Arbeit. Zu-

dem wurden keine Veränderungen von NR1I2 durch Rifampicin und VD3 in Caco-2 be-

schrieben (Pfrunder et al. 2003). In dieser Arbeit konnte hingegen eine starke Rifampicin-

vermittelte NR1I2-Induktion in Caco-2 festgestellt werden. Durch ausbleibende Effekte auf 

die ABCB1- und ABCG2-Expression durch Rifampicin kann eine direkte transkriptionelle Ak-

tivierung der Efflux-Transporter durch NR1I2 jedoch nicht bestätigt werden und bekräftigt die 

Annahme, dass NR1I2 in Caco-2 inaktiv vorliegt (Pfrunder et al. 2003). Es wird daher vermu-

tet, dass eine CYP3A4-Induktion in Caco-2 nicht über den PXR, sondern über den VDR er-

folgt (Thummel et al. 2001; Schmiedlin-Ren et al. 2001). Dafür spricht auch der Nachweis 

einer ABCG2-Induktion durch VD3, jedoch nicht durch Rifampicin (Yamaura et al. 2016). Im 

Zusammenhang mit funktionellen Testungen wären die Linien HROC43, HROC60, HROC80 

T1 M1, HROC183 T0 M2 und HROC217 T1 M2 dem Caco-2-Modell womöglich überlegen, 

indem diese sowohl durch Rifampicin als auch VD3 zu einer direkten transkriptionellen Akti-

vierung ausgewählter Gene führen. 

Mögliche Ursachen für diese zu anderen Studien konträren Ergebnisse könnten zum einen 

durch die für Caco-2 bekannt hohe Variabilität von Expressionsdaten zu erklären sein (Brück 

et al. 2017). Zum anderen könnte dies auf die in dieser Untersuchung durchgeführte Mes-

sung der CYP3A4-Aktivität zurückzuführen sein, die einen direkten Vergleich mit mRNA-

Daten erschwert. Auch die Verwendung unterschiedlicher Klone und somit der Einfluss pas-

sagenabhängiger Veränderungen der Genaktivität könnten zu unterschiedlichen Ergebnis-

sen führen. Zudem könnte die verkürzte Kultivierungsdauer oder ebenso die Verwendung 

unterschiedlicher Zellkulturmaterialien zu abweichenden Expressionsleveln führen. 

Daten zur arzneimittelinduzierten Expressionsänderung in vivo liegen bislang für CYP3A4, 

ABCB1, ABCG2 und NR1I2 vor. Bei der Untersuchung der Genexpression in Darmpräzisi-

onsschnitten von vier unterschiedlichen Spendern zeigte sich nach Behandlung mit 

Rifampicin eine Induktion von ABCB1 (bis zu 7,4-fach) und CYP3A4 (bis 78-fach) mit dazu 

korrelierenden PXR-Leveln (Martinec et al. 2021). Eine derart hohe CYP3A4-

Hochregulierung konnte in keiner der untersuchten Linien festgestellt werden. In einer weite-
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ren Untersuchung führten Rifampicin und VD3 in einem Biopsie-abgeleiteten Duodenum-

Chip hingegen zu einer 5,3- und 4,1-fachen Induktion der CYP3A4-Expression (Kasendra et 

al. 2020). Diese Ergebnisse sind eher mit den Beobachtungen einiger HROC-Modelle zu 

vergleichen. Demnach sind die Induktionseffekte in HROC183 T0 M2 und HROC217 T1 M2 

am ehesten mit denen im humanen Duodenum-Chip vergleichbar. Davon zeigte HROC217 

T1 M2 durch simultane Rifampicin-vermittelte Hochregulierung der CYP3A4-Aktivität sowie 

ABCB1 und NR1I2 mRNA in vivo-ähnliche Mechanismen. In einer weiteren Studie zur Unter-

suchung der Expressionsänderung durch Rifampicin in Duodenum-Biopsien konnte für 

ABCB1 eine 3,5-fache Hochregulierung nachgewiesen werden, für NR1I2 wurde hingegen 

eine leichte Hochregulierung und für ABCG2 keine signifikante Änderung beobachtet 

(Brueck et al. 2019). Diese Effekte wären am ehesten mit der in HROC43 und HROC217 T1 

M2 beobachteten Hochregulierung von ABCB1 und NR1I2 zu vergleichen.  

5.7 Vor- und Nachteile sowie Anwendungsbereiche 

Umstritten bleibt nach wie vor der kolonische Ursprung der HROC-Zellmodelle, der auch für 

Caco-2 nach wie vor kontrovers diskutiert wird. So ähneln KRK-Zelllinien in ihren strukturel-

len und funktionellen Eigenschaften eher Dickdarm-, als Dünndarmzellen. Hierauf deuten 

stärker ausgebildete TJ, höhere TEER-Werte sowie eine veränderte Enzym- und 

Transporterexpression hin (Macedo et al. 2018; Darling et al. 2020). Trotz der verbesserten 

Eigenschaften zur Nachstellung der in vivo Darmbarriere im Vergleich zu Caco-2 sind die 

Linien des vorgestellten Zellpanels in einigen Punkten limitiert. So kann die in vivo Funkti-

onsvielfalt des menschlichen Dünndarms durch die HROC-Zelllinien aufgrund ihres kanzero-

genen Ursprunges und die damit verbundene Alteration relevanter Charakteristika wie Ex-

pression und Regulation von Enzymen und Transportern nicht vollständig abgebildet werden. 

Überraschend waren in diesem Zusammenhang die Ergebnisse zur Charakterisierung der 

rektal-abstammenden Linien HROC126 und HROC239 T0 M1. Beide Linien zeigten 

konfluenzabhängige Effekte auf das Expressionsniveau. Insbesondere HROC239 T0 M1 

zeigte hierbei eine hohe Ähnlichkeit zu nativem Dünndarm- bzw. jejunalem Gewebe mit 

schwachen regulativen Effekten auf die CYP3A4-Aktivität sowie ABCB1- und ABCG2-

Expression. Darüber hinaus war der Nachweis der SLCO2B1-Expression unerwartet, da eine 

Expression in rektalem Gewebe bislang nicht beschrieben ist (Kinzi et al. 2021). Aufgrund 

des rektalen Ursprunges in Kombination mit jejunalen Eigenschaften stellt HROC239 T0 M1 

möglicherwiese ein geeignetes Modell zur Untersuchung rektaler Medikamentengabe dar.  

Trotz ihres kolonischen Ursprunges spiegelten die HROC-Zelllinien zum Teil jedoch dünn-

darmspezifische Eigenschaften wider (Tabelle A2). Verbleibende jejunale Eigenschaften in 

einer Untergruppe der untersuchten HROC-Linien könnte auf unterschiedliche Lokalisationen 
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der korrespondierenden Primärtumoren innerhalb des gastrointestinalen Traktes zurückzu-

führen sein.  

Die Mucin-Schicht ist permanent luminalen Inhaltsstoffen ausgesetzt und spielt daher eine 

große Rolle bei der Regulierung para- und transzellulär diffundierender Nährstoffe, Ionen 

oder auch Arzneimitteln (van Eyken et al. 2014). Im Caco-2-Modell bleibt die Vorhersage 

möglicher Wechselwirkungen mit der Mucin-Schicht sowie der Einfluss auf die Absorption 

und Verteilung von Arzneistoffen aufgrund fehlender Becherzellen bislang unberücksichtigt. 

Neben der Enterozytenmembran sollte die Mucin-Schicht zur Vorhersage der ADME-

Parameter jedoch als zusätzliche biologische Barriere betrachtet werden (Lock et al. 2018). 

Vor diesem Hintergrund werden Ko-Kulturen von Caco-2 mit Mucin-sezernierenden KRK-

Zelllinien HT29-MTX und HT29-FU verwendet, um die Becherzellen des Dünndarms wei-

testgehend darzustellen (Pontier et al. 2001). Hierbei wurde in Untersuchungen gezeigt, 

dass nur etwa 5 % der HT29-Zellen in Mucin-sezernierende Becherzellen differenzieren 

(Huet et al. 1995). In Anbetracht dieser geringen Zahl sich differenzierender Zellen und der 

im Gegensatz dazu starken MUC2-Expression in HROC43 könnte diese Linie eine bessere 

Alternative zu etablierten Ko-Kulturen darstellen. Durch den Wegfall dieser bislang notwen-

digen Ko-Kultivierung zur Simulation der Mucin-Schicht ist die Verwendung der HROC-

Zellmodelle durch vereinfachte Kultivierungsbedingungen zeitsparender und kostengünsti-

ger.  

Gegenwärtig werden Substanzen bei der Entwicklung neuartiger Wirkstoffe zunächst mithilfe 

2D-Zellkultur-basierter Methoden geprüft. Etablierte Zelllinien zeichnen sich zwar durch ein-

fache Handhabung und leicht durchführbare Expressionsanalysen aus, diese unterliegen 

hingegen einigen Limitationen (Liu und Chen 2018). Als wichtigster Nachteil gilt das Wachs-

tum der Zellen auf einer flachen Oberfläche, wodurch Nährstoffe und Wachstumsfaktoren 

uneingeschränkt zur Verfügung stehen (Pampaloni et al. 2007). 2D-Zellkulturmodelle sind 

somit auch in der Reflektion zellulärer Heterogenität, Zell-Zell-Kommunikation und Gewebe-

spezifischer Struktur stark eingeschränkt (Baker und Chen 2012). Bislang haben sich huma-

ne induzierte pluripotente Stammzell-abgeleitete Enterozyten-ähnliche Zellen als geeignete 

Alternative zu gewöhnlichen 2D-Zellkulturmodellen wie Caco-2 bewährt (Negoro et al. 2016). 

Der Differenzierungsprozess ist jedoch vergleichsweise zeitaufwendig und somit kostenin-

tensiver. Ein weiterer Nachteil zellbasierter Modelle wie Caco-2 ist die limitierte Reproduzier-

barkeit, die durch veränderte Kulturbedingungen wie unterschiedliche Zellkulturmedien oder 

Anzahl der Passagen stark beeinflusst wird (Meunier et al. 1995; Ohura et al. 2016). Ein 

wichtiger Vorteil des charakterisierten HROC-Zellpanels insbesondere im Vergleich zu Caco-

2 sind die bekannt niedrigen Passagen. Hierdurch lassen sich passagenabhängige Alteratio-

nen funktioneller Eigenschaften minimieren. Gleichzeitig bleiben die Charakteristika des Ori-

ginal-Tumors weitestgehend erhalten. Weiterer Vorteil der HROC-Modelle sind außerdem 
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Unterschiede im somatischen Mutationsprofil (Abbildung A2). Zusammen mit abweichenden 

Charakteristika hinsichtlich Chemosensitivität, Zelldifferenzierung, Expressionslevel und Re-

gulierungspotential soll die Charakterisierung des Panels auch darauf abzielen, Modelle zur 

Prüfung von Wirkstoffen für zielgerichtete Therapien bereitzustellen. Die immortalisierten 

HROC-Linien sind zudem durch eine schnelle Proliferationszeit und einfache Kultivierung 

charakterisiert und benötigen keine Medium-Zusätze, um zelllinienspezifisch in IECs zu diffe-

renzieren.  

In den letzten Jahrzehnten hat die Entwicklung konventioneller intestinaler in vitro und ex 

vivo Modelle, darunter klassische 2D-Zellkulturmodelle, Transwell-Zellkultureinsätze und 

Ussing-Kammern einen nennenswerten Beitrag für die Darmforschung geleistet. Diese Mo-

delle haben in erheblichem Maße dazu beigetragen, die Physiologie und Pathologie des 

Gastrointestinaltraktes zu untersuchen und zu verstehen. Noch immer ist jedoch die Simula-

tion im Darm ablaufender Prozesse anhand von in vivo Tierversuchen und ex vivo Darm-

schnitten schwer nachzustellen. In vitro Modelle zeichnen sich hierbei insbesondere durch 

die Anwendung für HTS und gut kontrollierbaren und reproduzierbaren Bedingungen aus, die 

eine relativ gute Vorhersagekraft der humanen intestinalen in vivo Situation mit sich bringt 

(Costa und Ahluwalia 2019). Des Weiteren bieten in vitro Zellkulturmodelle die Möglichkeit, 

zelluläre biologische Prozesse zu untersuchen, während ethische Aspekte und hohe Kosten 

in Verbindung mit intestinalen in vivo Proben oder Versuchstieren reduziert werden (Cencic 

und Langerholc 2010). Im Gegensatz zu 2D-Zellkulturmodellen bewahren aus intestinalen 

Biopsien isolierte Primärzellen die Mehrheit der in vivo Eigenschaften, insbesondere in Be-

zug auf Genexpressionsmuster. Das ganzheitlich vorliegende Genom eignet sich zwar in 

besonderem Maße für personalisierte Therapien, die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse va-

riiert jedoch innerhalb der isolierten Zellen stark (Mitra et al. 2013). Bisher gelang die Primär-

kultur lebensfähiger differenzierter Enterozyten, die aus humanen fetalen Dünndarmzellen 

generiert wurden. Die Kulturen sind allerdings durch eine verkürzte Überlebenszeit von nur 

wenigen Tagen in konventionellen Kultursystemen gegenüber herkömmlichen Modellen be-

nachteiligt (Perreault und Beaulieu 1998).  

Die neuesten Entwicklungen mikrophysiologischer Systeme zeigten großes Potential in ihrer 

Anwendung und gelten mitunter als unverzichtbar bei der Darstellung physiologischer 

Schlüsselparameter im menschlichen Körper. Die Entwicklung eines geschlossenen Sys-

tems mit integrierten ADME-Prozessen wäre dabei für die pharmazeutische Industrie von 

zentraler Bedeutung (Ramadan et al. 2021). Von Modellen wie mikrofluidischen Systemen ist 

jedoch bekannt, dass diese höhere TEER-Werte von 3 000 bis 4 000 Ω*cm2 aufzeigen, als 

die unter statischen Bedingungen kultivierten Kontroll-Kulturen mit einem TEER von 700 bis 

800 Ω*cm2 (Kim et al. 2012). Bislang ist jedoch nicht bekannt, inwiefern TEER-Werte stati-

scher und mikrofluidischer Systeme miteinander vergleichbar sind (Srinivasan et al. 2015). 
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Unabhängig davon sind diese Modelle geeignet, den Einflusses von Scherstress auf die 

Barrierefunktion gastrointestinaler Gewebe zu untersuchen. In diesem Zusammenhang wür-

de HROC60 aufgrund hoher TEER-Werte und Langzeitkultur-Charakteristika ein geeignetes 

Modell für die Verwendung in mikrofluidischen Systemen darstellen, wenngleich die Nach-

stellung der humanen physiologischen Parameter reduziert ist (Amidon et al. 1999).   

5.8 Limitationen dieser Arbeit 

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Methoden zur Untersuchung dünndarmspezifischer 

Eigenschaften in den HROC-Zelllinien angewendet. Ein direkter Vergleich mit nativem 

Dünndarmgewebe war dabei nicht durchgehend möglich. Aufgrund methodischer Limitatio-

nen erfolgte die Untersuchung der CYP3A4-Aktivität sowie deren Regulierung durch 

Rifampicin, VD3 und Dexamethason ausschließlich im Vergleich zu Caco-2. Die exakten 

Level der CYP3A4-Aktivität in humanem Dünndarm sind unbekannt und waren in dieser Ar-

beit methodisch nicht ermittelbar. Zudem wurde in weiteren Untersuchungen zur Genexpres-

sionsänderung der Fokus ausschließlich auf regulative Effekte durch Rifampicin und VD3 

gelegt. Diese Induktoren wurden auch in weiteren Untersuchungen für pharmazeutische For-

schung mit Caco-2 verwendet (Yamashita et al. 2021; Pfrunder et al. 2003). Limitierend war 

auch, dass die für die HROC-Zelllinien erhobenen Gen- sowie Proteinexpressionsdaten mit 

unterschiedlichem Referenzgewebe in Relation gesetzt wurden. Ein direkter Vergleich beider 

Datensätze war somit nicht möglich. Ebenso konnte für die durchflusszytometrischen, fluo-

reszenzmikroskopischen und REM-Analysen kein Dünndarmgewebe als Referenz verwendet 

werden.  

Der Fokus der visuellen Interpretation der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen lag in 

dieser Untersuchung auf der Detektion einzelner IECs. Zu viele Faktoren nahmen Einfluss 

auf die Fluoreszenzintensität und erschwerten somit eine valide Quantifizierung der Protein-

expression. Ähnliche Probleme bei der Fluoreszenzbildauswertung sind auch aus anderen 

Arbeiten bekannt (Draheim 2009). Größte Schwierigkeit waren vor allem heterogene Fluo-

reszenzmuster, welche die Messung der Fluoreszenzintensität zuvor definierter Flächenan-

teile für den direkten Vergleich der Proben verhinderte. Die visuelle Interpretation der Fluo-

reszenzlokalisation unterlag somit einer subjektiven Betrachtungsweise und war daher auf 

die Angabe von Tendenzen limitiert. Durch einen zeitlichen Verzug zwischen den Bildauf-

nahmen und eine hohe Belichtungszeit bestand weiterhin die Gefahr einer Abnahme der 

Fluoreszenzintensität und somit einer verzerrten Darstellung. Zudem führten stark fluoreszie-

rende Artefakte durch automatische Anpassung an die Fluoreszenzintensität oftmals zu 

Schwierigkeiten bei der Erstellung von Aufnahmen. Dies führte zu einer erschwerten Inter-

pretation der Fluoreszenzlokalisation und Identifikation einzelner IECs. Für die zukünftige 

Anwendung fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen wäre eine Software zur Bildaus-
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wertung von Interesse, die beispielsweise neben der Quantifizierung der Fluoreszenzintensi-

tät ebenso die Anzahl der IECs pro Flächenanteil quantitativ bestimmt.    

An dieser Stelle sollte erwähnt werden, dass die Durchführung der REM-Analysen vorrangig 

dem Nachweis von Mikrovilli auf apikaler Seite der Zellmembran diente. Möglicherweise 

spiegeln die Ergebnisse daher nicht das vollständige Bild der linienspezifischen Zellland-

schaft ab. Weitere Untersuchungen zur gezielten REM-Detektion intestinaler epithelialer Zel-

len, insbesondere für die Kandidaten-Zelllinien HROC43, HROC183 T0 M2 und HROC217 

T1 M2 wären von Interesse und würden die Lücken zu einer allumfassenden Charakterisie-

rung der Modelle schließen. 

Zusätzlich sollte hervorgehoben werden, dass der Fokus dieser Arbeit auf der Untersuchung 

der Zelllinien für die Anwendung von pharmakologischen Fragestellungen lag. Daher wurden 

weitere mögliche Anwendungsgebiete wie Nährstoffabsorption sowie anschließende funktio-

nelle Testungen von GLUT-2 nicht berücksichtigt. Des Weiteren entspricht die Anzahl der für 

die Proteinbestimmung herangezogenen Transporter nicht der Anzahl der für Expressions-

analysen verwendeten Gene. Auch wurde der Einfluss von Rifampicin und VD3 auf die je-

weiligen Proteine nicht analysiert. Grund dafür waren hohe Variationen bei der Proteinbe-

stimmung durch LC-MC/MS, die jedoch für PEPT1, OATP2B1, P-gp und BCRP minimiert 

waren. Möglicherweise könnten unterschiedlich große Zellpellets und die damit verbundene 

Normalisierung durch den BCA-Assay zu den erheblichen Schwankungen beigetragen ha-

ben.  

Aufgrund der umfangreichen Datenlage aus entsprechenden Untersuchungen zur Charakte-

risierung des Caco-2-Modells sind für die beschriebenen HROC-Zelllinien ergänzende Un-

tersuchungen notwendig, um noch aussagekräftigere Ergebnisse zu erzielen. Hierzu wären 

weitere experimentelle Untersuchungen zu Hydrolasen, Zell-Zell-Interaktionen, Darstellung 

des Mikrobioms oder Validierungsuntersuchungen für die Nutzung der Zelllinien als in vitro 

Krankheitsmodelle denkbar (Liu et al. 2023b).  

5.9 Ausblick 

In den letzten Jahrzehnten stieg mit zunehmendem Wissen um intestinale Aufnahme- und 

Transportvorgänge und der Notwendigkeit, ADME-Parameter im menschlichen Dünndarm 

für die präklinische Wirkstoffforschung präzise vorherzusagen, die Nachfrage nach geeigne-

ten in vitro Modellen. Die für den Goldstandard Caco-2 ermittelten Limitationen verdeutli-

chen, dass die Übertragbarkeit der Ergebnisse durch eingeschränkte Darstellung der in vivo 

Situation jedoch nur schwer möglich ist. Um zukünftig valide Vorhersagen für ADME-

Parameter bei der Entwicklung neuartiger Arzneistoffe zu gewährleisten, besteht die Not-

wendigkeit zur Etablierung neuartiger humaner in vitro Modelle mit verbesserten Eigenschaf-

ten. Noch immer ist das Fehlen einer immortalisierten Dünndarmzelllinie und die Verfügbar-
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keit frischer humaner Dünndarmzellen ein limitierender Faktor. Weitere in vitro Modelle wie 

intestinale Stammzellen oder Organoidkulturen gelten als arbeitsaufwändig und teuer und 

sind zur Optimierung und breiteren Anwendung Bestandteil intensiver Forschung. Kryokon-

servierte humane KRK-Zelllinien stellen daher noch immer eine geeignete Alternative zu den 

bisher genutzten intestinalen in vitro Modellen dar. Der Vorteil der in dieser Untersuchung 

beschriebenen immortalisierten HROC-Zelllinien sind deren einfache Handhabung, bekannt 

tiefe Passagen und deren kommerzielle Nutzung. Erste Studien belegten in vitro eine zum 

Dünndarmepithel in vivo-ähnliche Morphologie. Darüber hinaus konnte die funktionelle An-

wendung der Zelllinien zur Vorhersage des intestinalen First-Pass-Metabolismus sowie 

Influx- und Effluxtransport entlang der Darmbarriere gezeigt werden (Przybylla et al. 2022; 

Przybylla et al. 2023). Zusätzlich zur weiteren Charakterisierung und funktionellen Testung 

könnten die Kultivierungsbedingungen der Zelllinien in Zukunft dahingehend angepasst wer-

den, um in vitro eine noch in vivo-ähnlichere Situation darzustellen. So ist die Etablierung der 

HROC-Zelllinien als 3D-Kulturmodelle zum Erreichen klinisch relevanterer Ergebnisse sowie 

zur verbesserten Untersuchung von Differenzierungsprozessen und Zell-Zell-Interaktionen 

denkbar. In diesem Kontext steht durch die Entwicklung alternativer in vitro Methoden für die 

Anwendung in der präklinischen Wirkstoffforschung auch die Befolgung des 3R-Prinzips bei 

der Durchführung von Tierversuchen im Vordergrund.  

Durch Kultivierung der Zellen in mikrofluidischen Systemen wie gut-on-a-chip-Modellen 

könnte zusätzlich eine Grundlage geschaffen werden, um die physiologisch komplexen Pro-

zesse entlang des Dünndarmepithels in vitro weitestgehend zu simulieren. Neben der Nut-

zung der Zelllinien für die präklinische Wirkstoffanalytik könnten die Modelle auch in weiteren 

Anwendungsgebieten wie der Stammzellforschung oder zur Untersuchung der Nahrungsmit-

telaufnahme, des gastrointestinalen Mikrobioms sowie Auswirkungen auf Umweltbelastun-

gen, beispielsweise durch Mikroplastik, genutzt werden. 
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7 Anhang 
 

Tabelle A1: Verwendete humane KRK-Zelllinien mit Patienten- und Tumordaten. CIMP: CpG 
island methylator phenotype, H: high, L: low, LS: Lynch-Syndrom, m: männlich, n.d.: nicht detektiert, 
NET: Neuroendokriner Tumor, spMSI: sporadische MSI, spSTD: sporadischer Standard, UICC: Union 
international contre le cancer, w: weiblich. 

Zelllinie 
Alter, 

Geschlecht 
Lokalisation Grading 

 
UICC 

 

Molekularer 
Typ 

HROC18 65, w Caecum G2 I spSTD 

HROC24 98, m Ascendens G2 I spMSI 

HROC24 T1 M1      

HROC32 82, w Ascendens G2 IV spSTD 

HROC39 69, m Ascendens G3 II B spSTD 

HROC40 69, m Descendens G3 III A CIMP-L 

HROC43 72, m Ascendens G3 III B CIMP-L 

HROC46 T0 M1 66, m Ascendens G3 IV spSTD 

HROC50 T1 M5 67, w Ascendens G2 II B spMSI 

HROC57 43, m Ascendens G3 IV NET 

HROC60 71, m Ascendens G2 I CIMP-L 

HROC69 62, m Ascendens G3 II spSTD 

HROC80 T1 M1 72, m Caecum G2 III A spSTD 

HROC87 T0 M2 76, w Ascendens G3 II A spMSI 

HROC107 74, m Sigmoid G2 IV spSTD 

HROC113 41, w Ascendens G3 IV LS 

HROC126 58, w Rektum G2 III B spSTD 

HROC131 T0 M3 75, w Ascendens G3 III A spMSI 

HROC147 T0 M1 54, m Rektosigmoid G3 IV CIMP-L 

HROC147Met1  Lebermetastase   CIMP-L 

HROC159 T2 M4 78, w Caecum G2 II A spMSI 

HROC173 45, m Ascendens G3 IV spSTD 

HROC183 T0 M2 59, w Ascendens G3 III C CIMP-H 

HROC212 74, w Caecum G3 IV spMSI 

HROC217 T1 M2 73, m Ascendens G2 III B spSTD 

HROC222 T1 M2 79, m Transversum G2 II spSTD 

HROC239 T0 M1 72, w Rektum G2 III C spSTD 

HROC252Tu2 T2 M2 45, m Sigmoid G3 II LS 

HROC257 84, w Ascendens G3 III spMSI 

HROC277 T0 M1 77, m Caecum G2 IV spSTD 

HROC277Met1 T0 M2  Lebermetastase 1   spSTD 

HROC277Met2 78, m Lebermetastase 2   spSTD 

HROC278 T0 M1 76, w Ascendens G4 IV CIMP-H 

HROC278Met T2 M2  Peritonealmetastase   CIMP-H 

HROC285 T0 M2 30, w Descendens G2 IV LS 

HROC296 92, w Ascendens G2 II A spSTD 

HROC300 T2 M1 73, m Rektum G2 IV CIMP-H 

HROC300Met1 T3 M4  Lebermetastase   CIMP-H 

HROC309 86, m Descendens G2 II A spSTD 

HROC315 T1 M2 42, w Descendens G3 III B LS 

HROC324 55, w Caecum G3 III B LS 

HROC357 41, w Transversum G2 II spSTD 

HROC370 77, w Caecum G2 I spMSI 

HROC374 65, m Sigmoid G3 III n.d. 

HROC383 83, w Transversum G3 II A spMSI 

HROC383 T0 M2      

HROC415Met1 T0 M4 33, m Peritonealmetastase G3 - LS 

HROC439 74, m Transversum G2 - spSTD 

HHC6548 T1 M1 26, m Ascendens G3 III C LS 

Caco-2 72, m Kolon - - CIMP-L 
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Abbildung A1: Zellviabilität in HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Behandlung mit Zytostatika. 23 
KRK-Zelllinien wurden nach 144 h Inkubation hinsichtlich ihrer Sensitivität auf klinisch relevante Che-
motherapeutika zur Behandlung des KRK untersucht. Heatmap zeigt die Zellviabilität in Prozent nach 
Behandlung mit A) 5-FU, B) Capecitabin, C) Irinotecan und D) Oxaliplatin. Dargestellt ist der Mittel-
wert, n = 2-3. 

  



Anhang 

127 
 

 
Abbildung A2: Mutationsprofil des untersuchten HROC-Panels und der Caco-2 Zelllinie. 
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Tabelle A2: Zusammenfassung der Ergebnisse für das HROC-Zellpanel. Zelllinienspezifische 

Vorteile, Limitationen und Anwendungsbereiche zur Untersuchung von ADME. 

Zelllinie 
Differenzie-
rungsgrad 

Vorteile Limitationen 
Anwendungs-

bereiche 

HROC32 

Becher-, Paneth- 
und 

enteroendokrine 
Zellen, Mikrovilli-

Strukturen 

PEPT1-, 
OATP2B1- und 

P-gp-
Proteinexpressi-
on, hohe basale 

CYP3A4-
Aktivität, starke 

Efflux-
Mechanismen 

Fehlen von BCRP 
auf Protein- und 
mRNA-Ebene, 

geringere GLUT-
2-Expression im 
Vergleich zum 

Dünndarm, 
kolonischer Ur-

sprung 

 

VDR-vermittelter 
First-Pass-

Metabolismus, 
Zelldifferenzie-
rung, Zell-Zell-
Interaktionen, 

HTS 

HROC43 

hohe Ähnlichkeit 
mit in vivo 

jejunalen Eigen-
schaften, Becher-, 

Paneth- und 
enteroendokrine 
Zellen, Mikrovilli-

Strukturen 

gut ausgebildete 
TJ, hohe basale 

CYP3A4-
Aktivität, 
PEPT1-, 

OATP2B1-, P-
gp-, und BCRP- 
Proteinexpressi-
on, PXR-/VDR-
vermittelte Re-

gulation der 
CYP3A4-

Aktivität und 
Transporter 

mRNA 

geringere GLUT-
2-Expression im 
Vergleich zum 

Dünndarm, 
kolonischer Ur-

sprung 

First-Pass-
Metabolismus, 
jejunale Per-

meabilität, Wirt-
Mikrobeninterakti
onen, Gewebe-
regeneration, 

Zelldifferenzie-
rung, Zell-Zell-
Interaktionen, 

HTS 

HROC60 

Becher- und 
enteroendokrine 
Zellen, Mikrovilli-
Strukturen, LYZ-

Expression 

gut ausgebildete 
TJ, extrem ho-

her TEER, stabi-
le Langzeitkul-

tur, PEPT1-
Proteinexpressi-
on, hohe VDR-
vermittelte Re-

gulation von 
Transportern 

und nukleären 
Rezeptoren 

schwacher Diffe-
renzierungsgrad, 
geringe basale 

CYP3A4-Aktiität, 
geringe mRNA-
Expression von 

Transportern und 
nukleären Rezep-

toren, limitierte 
Darstellung der in 

vivo Situation, 
kolonischer Ur-

sprung 

gut-on-a-chip, 
Geweberegene-

ration, HTS 

HROC80 T1 M1 
Becherzellen, 

Mikrovilli-
Strukturen 

gut ausgebildete 
TJ, PXR-/VDR-
vermittelte Re-

gulation von 
CYP3A4 und 
Transportern 

keine BCRP-
Proteinexpression, 
schwacher Diffe-
renzierungsgrad 

(Fehlen von 
enteroendokrinen- 
und Panethzellen), 
schwaches PXR-
vermitteltes An-

sprechen, 
kolonischer Ur-

sprung 

First-Pass-
Metabolismus, 

HTS 

HROC126 
Enteroendokrine 
Zellen, Mikrovilli-

Strukturen 

VDR-vermittelte 
Induktion der 

CYP3A4-
Aktivität 

schwacher Diffe-
renzierungsgrad 
(Fehlen von Be-

cher- und 
Panethzellen), 

schwache PXR-
vermittelte Regu-
lation von Trans-

portern, VDR-
Hochregulation, 
kolonischer Ur-

sprung 

VDR-vermittelter 
First-Pass-

Metabolismus, 
rektale Medika-
mentengabe, 

HTS 
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Zelllinie 
Differenzie-
rungsgrad 

Vorteile Limitationen 
Anwendungs-

bereiche 

HROC159 T2 M4 

Becherzellen, 
LYZ-Expression, 

Mikrovilli-
Strukturen 

gute ausgebilde-
te TJ, hohe 

basale CYP3A4-
Aktivität, VDR- 
vermittelte Re-

gulation der 
CYP3A4-
Aktivität 

geringe Gen- und 
Proteinexpression 
multipler Trans-

porter, kolonischer 
Ursprung 

First-Pass-
Metabolismus, 

Geweberegene-
ration, HTS 

HROC183 T0 M2 

hohe Ähnlichkeit 
mit in vivo 

jejunalen Eigen-
schaften, Becher-

zellen und 
enteroendokrine 

Zellen, LYZ-
Expression, 
Mikrovilli-
Strukturen 

gut ausgebildete 
TJ, VDR-

vermittelte In-
duktion der 
CYP3A4-

Aktivität, PXR-
/VDR- vermittel-

te Regulation 
der CYP3A4-
Aktivität und 

ABCB1 mRNA 

geringe basale 
CYP3A4-Aktivität, 

kolonischer Ur-
sprung 

PXR-vermittelter 
First-Pass-

Metabolismus, 
HTS 

HROC217 T1 M2 

hohe Ähnlichkeit 
mit in vivo 

jejunalen Eigen-
schaften, Becher- 

und 
enteroendokrine 

Zellen, LYZ-
Expression, 
Mikrovilli-
Strukturen 

gut ausgebildete 
TJ, PEPT1-, 

OATP2B1-, P-
gp- und BCRP-, 
Proteinexpressi-
on, PXR-/VDR- 
vermittelte Re-

gulation der 
CYP3A4-

Aktivität und 
ABCB1 mRNA 

geringere Protein-
expression von 
OATP2B1, P-gp 
und BCRP im 
Vergleich zum 

Jejunum, 
kolonischer Ur-

sprung 

PXR-/VDR-
vermittelter First-

Pass-
Metabolismus, 

HTS 

HROC239 T0 M1 

hohe Ähnlichkeit 
mit in vivo 

jejunalen Eigen-
schaften, 

enteroendokrine 
Zellen, Mikrovilli-

Strukturen 

Proteinexpressi-
on von PEPT1, 
OATP2B1, P-gp 

und BCRP 

NR1I2 Hochregu-

lation, geringe 
UGT1A6 mRNA-
Expression, Feh-
len von Becher- 

und Panethzellen, 
geringe Protein-
expression von 
OATP2B1, P-gp 
und BCRP im 
Vergleich zum 

Jejunum, 
kolonischer Ur-

sprung 

rektale Medika-
mentengabe, 

HTS 

HROC383 
Becherzellen und 

Mikrovilli-
Strukturen 

Proteinexpressi-
on von PEPT1 
und OATP2B1  

schwacher Diffe-
renzierungsgrad, 
schwaches PXR- 

und VDR-
vermitteltes An-

sprechen, schwa-
che Expression 
von OATP2B1, 

keine Expression 
von UGT1A6, 

kolonischer Ur-
sprung 

HTS 
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