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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der Dinndarm ist gekennzeichnet durch die Ausbildung einer dichten Barriere zur Trennung
von Darmlumen und Blutkreislauf. Sein Epithel spielt dadurch eine grofe Rolle in der Ab-
sorption und dem Weitertransport von pharmakologischen Wirkstoffen, bevor diese an ihren
Wirkort gelangen. Bisherige zellulare Modelle zur Untersuchung intestinaler Aufnahme- und
Transportprozesse sind in bestimmten Eigenschaften limitiert. Fir die Untersuchung speziel-
ler Aufnahmemechanismen, zur Vorhersage der oralen Bioverfliigbarkeit neuartiger Arznei-
stoffe sowie zur Reduzierung von Tierversuchen sind daher verbesserte humane intestinale
in vitro Modelle mit Ahnlichkeit zur in vivo Situation fiir die préklinische Wirkstoffforschung
erforderlich.

Ausgangspunkt dieser Arbeit ist eine umfangreiche Biobank, die kolorektale Patientenproben
sowie Uber 100 daraus abgeleitete primare, sowie Patienten-abgeleitete Xenograft-Zelllinien
enthalt. 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 fir Standard in vitro Assays oder eines geringen
transepithelialen elektrischen Widerstandes verblieben zehn Zelllinien im finalen Panel. Als
Grundvoraussetzung flur neuartige in vitro Modelle konnte fir diese Zelllinien in weiteren
Analysen ein Anstieg des epithelialen Widerstandes verbunden mit sinkender parazellularer
Permeabilitat 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, dinndarmspezifischer Genexpression, jejunal exprimierter Transportproteine
und geeigneter arzneimittelinduzierten Regulierung aufweisen. Diese Modelle sind somit
eine wichtige Erganzung zu bereits etablierten intestinalen in vitro Modellen fir die simultane
Untersuchung intestinaler Zelldifferenzierung, Metabolismus- und Transportprozessen und

Testung der Bioverfligbarkeit neuartiger Wirkstoffkandidaten und Arzneimittel.
Zusammenfassend beschreibt diese Arbeit neue zellulare Modelle mit dinndarmspezifischen
Eigenschaften als Ergédnzung zu bereits bestehenden in vitro Modellen, die in der praklini-

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

2.1 Der Diinndarm

2.1.1 Anatomie und Physiologie

Der Dinndarm 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; Rodl et al. 1990). Die hohle, tubulare Struktur des Dinndarms um-
fasst bei Erwachsenen durchschnittlich sieben Meter Lange und stellt damit den langsten
Abschnitt des gastrointestinalen Traktes dar (Abbildung 1). Der Dinndarm wird in drei Ab-
schnitte unterteilt: Duodenum, Jejunum und lleum (Koop 2010). Fir eine einfache Mahlzeit
werden bis zu 5 h bendtigt, um die Gesamtlange des Diinndarms zu passieren und verarbei-
tet zu werden (Fish und Burns 2023). Dabei wird Uberschussiges Wasser aufgenommen, die
verbleibenden Speisereste in den Dickdarm beférdert und in Stuhl umgewandelt (Volk und
Lacy 2017). Der Abtransport sowie die Verteilung aufgenommener Substanzen erfolgen wei-
ter Uber die Pfortader oder Lymphgefale (Rédl et al. 1990). Der Dinndarm spielt nicht nur
beim Transport und Verdau von Nahrung eine grof3e Rolle, sondern auch als Sekretions-
und Immunorgan sowie als Hormonproduzent (Fuchs et al. 1990; Rddl et al. 1990). Die
Oberflache des Dinndarms besteht aus Kerckringschen Falten, Schleimhautzotten und
Mikrovilli (Rodl et al. 1990). Zu den Bestandteilen der Darmwand z&hlen Serosa, Muskularis,
Submukosa und Mukosa. Die Mukosa wiederum wird in drei Abschnitte unterteilt: Die
Muscularis mucosae bildet eine schmale Gewebeschicht aus glatten Muskelzellen. Daran
schlief3t 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 fur die
Mukosa in Duodenum und lleum sind Zotten als fingerférmige Ausbuchtungen von etwa 0,5
bis 1 mm Lange. Zusammen mit dazwischen liegenden Vertiefungen (Krypten) wird die
Oberflache bei einem Verhaltnis Zotten zu Krypten von 1:7 bis 1:10 um das 7- bis 14-fache
vergroRert (Koop 2010). Somit betragt die vergroRerte Resorptionsflache insgesamt ca. 200
m? (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 Speiseréhre, Magen
und Duodenum. Der untere Teil gliedert sich in Jejunum, lleum, 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; Stojanovic et al. 2022), erstellt mit BioRender.com (2023).

2.1.2 Das Diinndarmepithel

2.1.2.1 Zelltypen und molekulare Mechanismen

Das Diunndarmepithel besteht aus verschiedenen Zelltypen: absorptive Enterozyten, sekreto-
rische Becher- und enteroendokrine Paneth-Zellen. Diese unterscheiden sich je nach Lage,
Anzahl und Verteilung im Dinndarm (Tillmann 2016). Im Epithel der Zotten finden sich Uber-
wiegend absorptive Enterozyten, an deren Oberflache sich zur VergréRerung der Resorpti-
onsflache (14- bis 40-fach) 3 000 bis 7 000 Mikrovilli befinden (Koop 2010; Zhu et al. 2017).
Enterozyten spielen eine grof3e Rolle bei der Verdauung und der Aufnahme von Wasser,
Nahrstoffen und Vitaminen sowie unkonjugierten Gallensauren (Miron und Cristea 2012).
Dabei ermdglichen Transportproteine flir Kohlenhydrate, Aminosauren, Peptide und Natrium
sowie zahlreiche Verdauungsenzyme wie Laktase und Enterokinase die Absorption samtli-
cher Nahrungsbestandteile (Koop 2010). Durch die Enterozyten wird eine selektive Barriere
gebildet, die von Arzneimitteln zundchst parazellular oder transzellular passiert werden
muss, bevor der Wirkort erreicht wird. Somit hat die Barrierefunktion Einfluss auf die Absorp-
tion und somit die Bioverfligbarkeit von Medikamenten (Chan et al. 2004). Zusatzlich 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 Nahrstoffen
und Glucose (Thorsen et al. 2014).

Innerhalb des intestinalen Epithels liegt der Kryptengrund zum Schutz vor Scherstress und
toxischen Substanzen in einer geschitzten Region. Dort befindet sich das vom endoderma-
len Keimblatt abstammende Stammzellenkompartiment, bestehend aus pluripotenten

Stammzellen an der Basis und stark proliferierenden Vorlauferzellen am Rand des
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Kryptengrunds (Abbildung 2). Die Enterozyten des Dinndarmepithels unterliegen somit einer
standigen 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 Dinndarm sorgt zudem mit einer Wund-
heilung von flnf bis zehn pym/h fur ein hohes Potential zur Regeneration und Selbstheilung
(Heath 1996; Parker et al. 2017).

Becherzellen (Goblet-Zellen) zahlen zu den am haufigsten vorkommenden sekretorischen
Zelltypen und kommen in etwa 10 bis 15 % des Dunndarmepithels vor (Noah et al. 2011).
Sie befinden sich am oberen Ende der Krypten und zwischen den Enterozyten (Koop 2010).
Die primare 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 fir die Epithelzellen zu-
satzlich als Schutz gegen schadliche luminale Bestandteile (Noah et al. 2011). Becherzellen
sorgen zusatzlich fur die Regulierung der Immunfunktion und die Aufrechterhaltung der

Homoostase 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 Drisenzellen mit hoher biosynthetischer und
sekretorischer Aktivitat und sezernieren Wachstumsfaktoren, Enzyme (u.a. Lysozym, LYZ),
und antimikrobielle Peptide (Koop 2010; Tillmann 2016). Paneth-Zellen sorgen durch die
bakteriolytische Funktion von LYZ hauptsachlich fir antimikrobiellen Schutz. Dadurch wird
eine Abwehrbarriere im Dinndarmepithel aufgebaut und zusatzlich eine modulierende Funk-
tion auf die mikrobiologische Darmflora ausgeubt (Tillmann 2016).

Der Dinndarm gilt als grof3tes 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 Verdauungstatigkeit, durch z.B. der Sekretion von Verdauungssaf-

ten, der Resorption und Peristaltik (Tillmann 2016).
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Abbildung 2: Zytomorphologie des Diinndarmepithels. Stammzellen werden unterteilt in Lgr5+
und +4 und liegen zusammen mit den Paneth-Zellen an der Basis der Krypten. Die Stamm- und Vor-
lauferzellen sorgen durch Differenzierungsprozesse standig fir eine Erneuerung des Epithelbesatzes.
Im Bereich des Villus werden die differenzierten Epithelzellen unterteilt in absorptive Enterozyten so-
wie sekretorische Becher-, Bursten- 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 Dinndarmepithels sind benachbarte Enterozyten durch Tight Junctions (TJ)
miteinander verbunden und bilden somit ein dichtes interzellulares Netzwerk (Algahtani et al.
2021). Diese interzelluldaren adhasiven Verbindungen sorgen fir einen Zusammenhalt des
Dinndarmepithels und ermdéglichen dadurch die physiologische Barrierefunktion. Der Dunn-
darm weist eine vergleichsweise hohe Permeabilitdt 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 Nahrstoffen
statt, wohingegen der distale Abschnitt fur eine Abdichtung und Konzentrierung der Faeces
sorgt.

2.1.2.2.1 Parazellularer Transport

Der parazellulare Transport ist besonders fur kleine hydrophile Arzneimittel von Bedeutung.

Der Anteil an parazellular transportierten Arzneimitteln ist jedoch klein und hat Ublicherweise
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eine geringere orale Bioverflgbarkeit (Cano-Cebrian et al. 2005). Nur kleine hydrophile Mo-
lekile sind in der Lage, den Intrazellularraum ohne Hindernisse zu passieren (Abbildung 3,
A). Die interzellularen 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 transzelluldren 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 intrazellularen Pro-
teinen wie Zonula Occludens (ZO) (Stevenson et al. 1986). TJ sind in ihrer molekularen Zu-
sammensetzung sehr variabel, wodurch ein selektiver Transport unterschiedlich gro3er Mo-
leklle geregelt werden kann und somit die parazellulare Permeabilitat bestimmt wird
(Heiskala et al. 2001; Chediack et al. 2003). Zusatzlich kann die Regulierung des parazellu-
laren Transports durch die Interaktion von Zonula occludens-1 (Z0O-1) mit Occludin und dem
Aktin-Cytoskelett erfolgen (Fanning et al. 1998).

2.1.2.2.2 Transzellularer passiver/aktiver Transport

Transzellularer Transport von Molekilen durch die apikale als auch die basolaterale Zell-
membran kann prinzipiell durch einen passiven- oder tragervermittelten Mechanismus erfol-
gen. Passive Transportvorgange (Abbildung 3, A-C) kénnen ohne Energieverbrauch und
entlang des Konzentrationsgradienten ablaufen, aktive Transportvorgange (Abbildung 3, D-
F) entgegen dem Konzentrationsgradienten benétigen jedoch Energie. Diese kann beim se-
kundar aktiven Transport aus dem elektrochemischen Gradienten gewonnen werden, beim
primar aktiven Transport wird die Energiebereitstellung durch ATP-Hydrolyse gewahrleistet
(Chen und Lui 2023).

Ein Grolteil der oral verabreichten Medikamente ist lipophil und wird durch passiven trans-
zelluldren Transport absorbiert (Hunter und Hirst 1997). Lipophile Stoffe kdnnen 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 flir
die Absorption durch passiven transzellularen Transport geeignet sind, kdnnen sowohl Sub-
strate fur enterozytischen intrazellularen Metabolismus als auch fur apikale Efflux-
Mechanismen sein (Hunter und Hirst 1997; Hunter et al. 1993). Natlrlich vorkommende Tra-
gersubstanzen wie Nahrstoffe, Vitamine und Gallensalze werden Uber den tragervermitteln-
den transzelluldren Transport absorbiert und sind ebenso fir bestimmte hydrophile Arznei-
mittel von Bedeutung (Kim et al. 1993). Die Absorption von Arzneimitteln durch vesikularen
Transport (Endozytose) und deren Transport durch die Zelle hindurch (Transzytose) spielt im
Darm eine untergeordnete Rolle. Der transzytotische Transport ist jedoch fur die Verabrei-

chung von Impfstoffen oder Antigenen relevant (Hunter und Hirst 1997; Jepson et al. 1996).
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Abbildung 3: Diinndarm-Resorption: Schematische Darstellung intestinaler Transportrouten,
die fiir die Arzneimittelresorption relevant sind. A) parazellulare Diffusion sowie B) parazellulare
Diffusion reguliert durch TJ, C) transzellulare passive Diffusion, C*) intrazellularer Metabolismus, D)
transzellulare Diffusion verandert durch apikale Efflux-Mechanismen, E) tragervermittelter transzellula-
rer Transport und F) transzellulare vesikulare Transzytose. Das intrazellulare ZO-1 sorgt durch Inter-
aktion u.a. mit Occludin fir eine Veranderung der parazellularen Permeabilitit und hat neben der
Mucinschicht Einfluss auf die Absorption von Arzneimitteln. Verandert 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 kérperfremde Stoffe, die nicht vom menschlichen Organismus gebildet wer-
den kénnen und meist anthropogenen Ursprungs sind. Ein grof3er Teil dieser Stoffe wird
durch Medikamente oder Uber die Nahrung aufgenommen. Da viele Xenobiotika toxische
Eigenschaften besitzen, ist die Biotransformation ein essentieller Schritt fur die Detoxifikation
und Eliminierung lipidiéslicher Xenobiotika. Innerhalb des intestinalen Medikamententrans-
portes werden aufgenommene Xenobiotika Uber Transportproteine der Lamina epithelialis
mucosae resorbiert und in intestinalen Epithelzellen (IECs) durch Biotransformation umge-
wandelt. Die Bioverflugbarkeit von Arzneimitteln ist dabei abhangig vom Grad der Resorption
im Darm, der Biotransformation sowie dem Eliminationsweg (Kullak-Ublick 2021). Diese
werden zwar gut resorbiert und im Korper verteilt, nach bilidrer Exkretion kdnnen diese im
Darm allerdings ruckresorbiert werden (Rollins und Klaassen 1979). Da standig lipidlésliche
Xenobiotika Uber die Nahrung aufgenommen werden, ist die Biotransformation fir den Kor-
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

hauptsachlich in der Leber statt, der Dinndarm gilt jedoch als wichtigster Ort fur die extrahe-

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

wird als haufiger Grund fir eine variable oder unvollstdndige Bioverfigbarkeit 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 | stattfindende
Oxidation an Cytochrom P450 (CYP). Durch Reaktionen der CYP-Enzyme werden haupt-
sachlich funktionelle Gruppen in die Substrate eingefugt bzw. reaktive Gruppen geschaffen
(Guengerich 2001; Allenddrfer et al. 2006). Innerhalb der CYP-Enzyme sind beim Menschen
57 Isoenzyme 18 verschiedener Familien bekannt, die sich in ihrer Substratspezifitdt und
Induzierbarkeit unterscheiden (Sim und Ingelman-Sundberg 2010). Neben den CYPs zahlen
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 Unspezifitdt gegentber Substraten, kdnnen dadurch auch in der Zukunft
neu synthetisierte chemische Verbindungen mithilfe der CYPs hydroxyliert werden
(Allendorfer et al. 2006). Nach wie vor besitzen die wirkstoffabbauenden Phase |-Enzyme,
insbesondere die CYP-Enzyme die grof3te Bedeutung in der Biotransformation von Arznei-
mitteln sowie deren Interaktionen, da diese am Metabolismus von Uber 90 % aller sich auf
dem Markt befindlichen Arzneistoffe mitwirken (Lewis 2003). Innerhalb des Diinndarmepi-
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-Aktivitat be-
teiligt, fuhrt jedoch in manchen Fallen 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 Kapillargefale und sind dabei metabolischer Transformation durch zahlrei-
che Enzyme, inshesondere Phase-llI-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 Molekul mit eingeftihrt und die
Polaritat von endo- und xenobiotischen Stoffen erhoht. Primare Metaboliten, die nach Phase
I noch nicht ausscheidungsfahig sind, kbnnen somit in Phase |l einerseits in wasserldsliche
Stoffe transformiert und ausscheidungsfahig gemacht, andererseits kénnen toxische Stoffe
so detoxifiziert werden (Allendorfer 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 bilidre bzw. renale Ausscheidungs-
fahigkeit erhdht (Arndt 2019). Innerhalb der UGTs ist das Enzym UGT1A6 am besten unter-
sucht. Es ist u.a. im DUnndarm exprimiert und fungiert z.B. als Ligand fur den Pregnan-X-
Rezeptor (PXR) (Tukey und Strassburg 2000; Bock und Kohle 2005). Bei der Entgiftung und

Eliminierung potentiell schadlicher Stoffe und Arzneimittel besteht zwischen den
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Metabolisierungsenzymen und intestinalen Transportproteinen aufgrund sich (berschnei-

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

In der dritten Phase erméglichen Transporter den Durchtritt der intrazellular lokalisierten En-
zyme durch die Zellmembran. Transporter werden in zwei Gruppen unterteilt: 49 ATP-
abhangige (ATP-binding cassette, ABC) Efflux-Transporter und 362 Solute Carrier (SLC-)
Transporter. ABC-Transporter sind unter Energieverbrauch am aktiven Transport beteiligt,
die SLCs hingegen erméglichen passiven Transport durch die Zellmembran (He et al. 2009;
Velamakanni et al. 2007).

Arzneimittel / Xenobiotika

Phase I-Enzyme I
Cytochrom P450
Nuklesre Rezeptoren Metabolite und

Zwischenprodukte von
Arzneimitteln / Xenobiotika
Phase lI-Enzyme I

UGTs, SULTs, NATs, GSTs

Nukledre Rezeptoren )
Konjugate von

Arzneimitteln / Xenobiotika

Phase IlI-Enzyme I
ABC-Transporter
Nukleire Rezeptoren Ausscheidung der
Metaboliten

Abbildung 4: Die Phasen der Biotransformation. Ubersicht iiber die wesentlichen Schritte und mit-
wirkenden Enzyme beim Fremdstoffmetabolismus. Drei unterschiedliche Enzymgruppen (Phase I-1lI-
Enzyme) sowie nukledare Rezeptoren sind nach der Absorption im Dinndarm in die Verteilung,
Metabolisierung und Ausscheidung von Wirkstoffen involviert, adaptiert nach (Mendiratta et al. 2014).
Erstellt mit BioRender.com (2023). ABC: ATP-abhangige Efflux-Transporter, GST: Glutathion-S-
Transferase, NAT: N-Acetyltransferase, SULT: Sulfotransferase, UGT: UDP-Glukuronyltransferase.

2.2.1 Transportproteine im Diinndarm

Barriere-bildende Zellen stellen durch die Expression von Membrantransportern eine Art
duales Filtersystem dar, welches die Pharmakokinetik von Arzneimitteln beeinflusst. Eine
schematische Ubersicht Uber die intestinalen Transportproteine und deren Verteilung in
Dinndarm und Kolon ist in Abbildung 5 dargestellt. Intestinale Transportproteine (kurz:
Transporter) kénnen in Influx- und Efflux-Transporter unterteilt werden. Die Influx-
Transporter sind an der Resorption von essentiellen Substanzen wie Nahrstoffen aber auch
Arzneimitteln beteiligt, wahrend die Efflux-Transporter unerwiinschte Xenobiotika aus dem
Zellinneren schleusen. Ein Groldteil der apikal-lokalisierten Efflux-Transporter zahlt zu den
ABC-Transportern, welche die Absorption und Distribution von Arzneimitteln limitieren kon-
nen. Besondere Bedeutung haben apikal-lokalisierte Influx-Transporter, die der Wirkung der
ko-lokalisierten Efflux-Transporter entgegenwirken koénnen und so Absorption und
Reabsorption fordern (Nagy et al. 2016).
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Abbildung 5: Schematische Ubersicht iiber die Verteilung humaner intestinaler Transportprote-
ine. Links: Longitudinale Expression klinisch relevanter Metabolisierungsenzyme, ABC- und SLC-
Transporter in Enterozyten entlang des menschlichen Dinndarms, 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 ausgewahlter ABC- und SLC-
Transportproteine im Dinndarm 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:
Permeabilitatsglykoprotein, SULT: Sulfotransferase, UGT: UDP-Glukuronyltransferase.

2.2.1.1 Apikale Influx-Transporter

Viele endo- und xenobiotische Substanzen einschliellich 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 zahlen 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
Korpers exprimiert und sorgen dort aufgrund sich Uberschneidender Substratspezifitat fur

den Transport eines breiten Spektrums an strukturell unterschiedlichen Substanzen. Grund-
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satzlich sind OATPs am Transport grofierer 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 hauptsachlich der Aufnahmetransporter
OATP2B1 (SLCO2B1) exprimiert (Drozdzik et al. 2014). Der intestinale OATP2B1 ist in den
Enterozyten lokalisiert, besitzt eine breite Substratspezifitdt und ist somit relevant fur 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 Dinndarm durch den Peptidtransporter 1
(PEPT1, SLC15A1) aufgenommen. PEPT1 ist daher auch fir die Aufnahme strukturell ahnli-
cher Verbindungen oder Arzneimittel von Bedeutung (Wang et al. 2017a). Die zusatzlich
durch die Nahrung aufgenommenen Monosaccharide wie D-Glucose, D-Galaktose und D-
Fructose konnen 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 fir die transzellula-
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 Dinndarm die hochste Expression auf, unter ihnen das
Permeabilitatsglykoprotein (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 fir intestinale Absorptionsprozesse, die durch ein
sich teilweise Uberlappendes Substratspektrum begunstigt wird (Misaka et al. 2013). ABC-
Transporter sind fir viele zellulare Prozesse notwendig, von denen einige von medizinischer
Relevanz sind. Im Menschen sind 48 ABC-Transporter bekannt, die je nach GréRe und
Struktur in sieben Unterfamilien unterschieden werden (Hughes 1994; Allikmets et al. 1996).
Die apikalen Efflux-Transporter P-gp, BCRP und MRPs zahlen zu den am besten unter-
suchtesten ABC-Transportern des Gastrointestinaltraktes. Innerhalb des Dinndarms sind
diese Uberwiegend in der apikalen (luminalen) Membran der Enterozyten lokalisiert und limi-
tieren aktiv die orale Bioverflgbarkeit von potentiell toxischen Fremdstoffen, indem diese
vom intrazelluldaren Raum zurick 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). Uber den transzelluléaren Transport werden Stoffe weiterhin tber intrazellulére
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Phase |- und Phase lI-metabolisierende Enzyme umgewandelt, die wiederum als Substrate
fur die Efflux-Transporter fungieren kédnnen (Chan et al. 2004). P-gp und BCRP liegen zu
etwa gleichen Anteilen im Dinndarm 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 Uberexprimiert und werden daher zu den Multidrug Transportern
gezahlt (Robinson und Tiriveedhi 2020; Nakanishi und Ross 2012).

2.2.1.3 Induktion von Enzymen und Transportern

Bestimmte Arzneimittel kénnen eine Veranderung der Expressionsstarke 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 kénnen zur Veranderung des Wirkungs- bzw. Schadigungsgrades von
Xenobiotika flhren, die wiederum Substrate der Enzyme und Transporter sind (Liu 2019).
Bei diesen entgiftenden Enzym- und Transportvorgangen spielen verschiedene nukleare
Rezeptoren, wie z.B. der PXR (NR17/2) 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 fir 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 wahrend der oralen Absorption durch diese Enzyme koordiniert stattfindet und
dadurch die intrazellulare 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 entziindungs-
hemmende Glucocorticoid Dexamethason gehdrt ebenso zu den Liganden des humanen
PXR und fungiert als CYP3A4-Substrat als potentieller Induktor von CYP3A4 (Eloranta et al.
2005).

Natulrlicher Ligand des VDR ist 1a,25-Dihydroxyvitamin D; (VD3), die biologisch aktive Form
von Vitamin D. VD3 steuert Uber die Aktivierung des VDR den Kalzium- und Phosphorhaus-
halt des menschlichen Koérpers und hat Einfluss auf die Immunfunktion, das Zellwachstum,

Differenzierungsprozesse und die Regulierung intestinaler Enzyme und Transporter. Eine

12



Einleitung

hohe Anzahl synthetischer VD3-Analoga wird daher fir den therapeutischen Einsatz z.B. zur
Behandlung von Krebs, Knochenerkrankungen, Autoimmunerkrankungen und mikrobieller
Infektionen eingesetzt (Carlberg und Molnar 2012; Choi et al. 2020).

Induktor
(Rifampicin)

9 D

@ Transkription Translation
AN pm I '
| ABCB1

intrazellular < apikal/luminal

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 intrazellular an den nukledren Rezeptor PXR bindet. Dieser zahlt 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-
wartstransport von Substanzen aus der Zelle beschleunigt und somit die Bioverfligbarkeit herabge-
setzt werden. P-gp, Permeabilitatsglykoprotein, PXR, Pregnan-X-Rezeptor; RXR, Retinoid-X-
Rezeptor. Adaptiert nach (Cascorbi 2012).

2.3 Praklinische intestinale Modellsysteme

2.3.1 In vitro

Das am meisten genutzte in vitro Modell zur Untersuchung der Permeabilitdt von Arzneimit-
teln ist die aus einem kolorektalen Karzinom (KRK) abgeleitete Zelllinie Caco-2. Sie ist als
Enterozytenmodell fir Untersuchungen von Transportvorgangen im Dinndarm etabliert. Bei
erreichter Konfluenz differenzieren die adharent 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 Blrstensaum aus Mikrovilli besitzt. Dadurch ist im Zellkulturmodell eine groRe
Ahnlichkeit zum physiologischen Dunndarmepithel gegeben (Antunes et al. 2013; Ferruzza
et al. 2012; Matsumoto et al. 1990). Erkenntnisse Uber Differenzierungsprozesse im huma-
nen Kolonkarzinom sind bisher bei einer limitierten Anzahl von Zelllinien bekannt. Obwohl
weitere Modelle fur die Simulation des intestinalen Epithels beschrieben sind, gilt die Caco-2
bislang als Goldstandard fur die Vorhersage intestinaler Permeabilitédt bei der oralen Verab-
reichung von Arzneimitteln im menschlichen Kérper (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 Veranderungen 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).
Zusatzlich ist das Modell durch die Dauer des Differenzierungsprozesses von drei Wochen
fur die weite Anwendung von Hochdurchsatz-Screening (HTS) bei der Testung neuer Arz-
neimittel limitiert (Cai et al. 2014). Hierzu wurde durch veranderte Kulturbedingungen ver-
sucht, den Zeitraum der Kultur zu verkurzen (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 fir ADME-Studien limitiert (Schmiedlin-Ren et al.
2001; Nakamura et al. 2002).

Weitere KRK-Zelllinien wie HT-29, LS-180 und T84 sowie primare fetale humane Dinn-
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 fur 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 durchgefihrt. Die Integration von Biosensoren innerhalb
dieser Systeme ermdglicht die Uberwachung von relevanten physiologischen Parametern
wie Permeabilitat 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 Durchflihrung von Tierversuchen gilt wegen des Vorhandenseins von systemischer Blut-
zirkulation noch immer als Goldstandard praklinischer Wirkstoffforschung. Obwohl sich
ADME-Prozesse in Versuchstieren gut reproduzieren lassen, ist es schwierig, alle Parameter
beim Durchfluss von Molekilen in vivo durch die biologischen Barrieren zu unterscheiden
und zu trennen (Dahlgren und Lennernds 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 Kérper (Negoro et al. 2016; Romero und Vela
2014). Insgesamt gelten in vivo Modelle zudem als arbeits- und zeitaufwandig 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) fur die
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praklinische Wirkstoffforschung voranzutreiben (Dothel et al. 2013; Doke und Dhawale
2015).

2.3.3 Ex vivo

Weitere Untersuchungsmaoglichkeiten von intestinalen Transportprozessen ergeben sich
durch die Anwendung von ex vivo Techniken. Dabei handelt es sich um Modelle, die aul3er-
halb eines Organismus kultiviert werden. Zu den bekanntesten Modellen zahlt die Ussing-
Kammer, welche fiir die Untersuchung von Transportvorgangen durch verschiedene Epithel-
gewebe, wie z.B. unterschiedliche Segmente des Darms, entwickelt wurde. Diese besteht
aus zwei Halften, 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 Riickschlisse auf die Permeabilitat und Transportvor-

gange 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 flur die Untersuchung von epithelialer Physiologie (Clevers 2016). Der Er-
halt der Zelldiversitat und Selbsterneuerung gestaltet sich aufgrund ihrer rigiden Abhangig-
keit von differenzierungsférdernden 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 haufigsten bevorzugt (Algahtani et al. 2021). In den
letzten Jahren hat daher insbesondere die Absorption und Metabolisierung oral verabreichter
Medikamente durch den Dinndarm an Aufmerksamkeit gewonnen (Paine et al. 1996). Die
Darmbarriere zahlt unter anderem durch die Prasenz regulierender Efflux-Transporter, einer
Schleimschicht und der Ausbildung eines Netzwerkes von TJ zu den hauptsachlich limitie-
renden Faktoren bei der Aufnahme von Arzneistoffen (Azman et al. 2022). In der praklini-
schen Phase der Arzneimittelforschung spielt daher die Untersuchung der ADME-Parameter
zur Verbesserung der Bioverfiigbarkeit eine grof3e Rolle (Singh 2006). Durch den Mangel an
geeigneten in vitro Modellen wurden 2021 jedoch allein in Deutschland dafir mehr als 300
000 Versuchstiere in der Arzneimittelforschung eingesetzt (BfR 2021). In den letzten 40 Jah-
ren wurden Ersatz- und Erganzungsmethoden zu zeitaufwandigen, teuren und ethisch be-
denklichen Tierversuchen zur Untersuchung intestinaler Arzneimittelaufnahme und Trans-
portvorgange ausfihrlich beschrieben und erforscht. Entscheidend war dabei die Etablierung
der KRK-Zelllinie Caco-2 (Fogh et al. 1977). Entsprechend den Richtlinien der Arzneimittel-
behdérden FDA und EMA wird Caco-2 bis heute als geeignetes in vitro Modell fir die Arznei-
mittelforschung gefihrt (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 fir ADME-Untersuchungen limitiert sind (Brtick et al. 2017,
Negoro et al. 2016).

Ausgehend von der einer hohen Anzahl bereits etablierter primarer 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 fur ADME-Studien an einer hohen Anzahl von Zelllinien

moglichst umfassend zu Uberprifen. Dies bedeutetet im Einzelnen:

Charakterisierung und Beschreibung der morphologischen Eigenschaften
Beurteilung der epithelialen Integritat

Uberprifung der Differenzierung in spezialisierte intestinale Epithelzellen

Ao Ddp =

Vergleich der konfluenzabhangigen Gen- und Proteinexpressionsdaten mit gesunden
normalen Dinndarmproben und jejunalem Gewebe

5. Untersuchung des regulatorischen Einflusses von Arzneimitteln auf die Aktivitat bzw.
Expression metabolisierender Enzyme, intestinaler Transportproteine und nuklearer

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 aufgeflhrt. Samtliche 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 erhaltliche 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 Diinndarm fiir Genexpressionsanalysen

Gewebe Name Lokalisation Herkunft
HROC345 Jejunum
Humane Dinndarm-Biopsien HROC381 lleum BioBank Rostock
HROC503 lleum

Tabelle 2: Verwendete humane Jejunum-Biopsien fiir die Proteinquantifizierung

Gewebe Alter, Geschlecht Herkunft Referenz

24 bis 54 Jahre,

1 x weiblich, 5 x
mannlich

Humane Jejunum-
Biopsien

sechs Organspender polnischen (Drozdzik et al.
Ursprunges 2014)

3.1.2 Gerate, Software und Datenbanken

3.1.2.1 Gerite

Autoklav Systec
Bio-Print ST4 Vilber Lourmat
Brutschrank Memmert

CytoViva Hyperspectral Imaging System CytoViva Inc.

Einfrierboxen Nalgene® Labware
Eisflockenbereiter Scotsman
Elektrophorese-Netzgerat Life Technologies

World Precision Instruments
Epithelial Voltohmmeter EVOM3
Europe

FACSVerse™-Durchflusszytometer BD Biosciences
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Gelkammer (grol3)

Gelkammer (klein)

HandyStep®

Heizplatte HT21
Homogenisator Precellys® 24
Kuhlschrank 4 °C
Laborschittler Rocker 3D digital
Lichtmikroskop PrimoVert
Magnetrihrer mit Heizplatte
Mikrowelle
NanoDrop1000-Spektrophotometer
PCR UV3-HEPA-Cabinet
pH-Meter (pH720)
Pipettierhelfer, Pipetboy acu 2
Prazisionswaage Kern EW
Ratiolab® accupetta
Rollenmischer SRT6

Sterile Werkbank

Tecan Infinite 200 Pro
Thermocycler

Thermomixer compact
TiefkUhlschrank -20 °C

Tiefklhlschrank -80 °C
Stickstofftank

Stickstoffbehalter
Vakuumpumpe VacuSafe

ViiA™ 7 Real-Time PCR System
Vortex-Genie® 2

Wasserbad

Material und Methoden

Bio-Rad Laboratories GmbH
Analytik Jena AG

Brand

Harry Gestigkeit

Bertin Instruments

Liebherr

IKA Werke GmbH & Co. KG
Zeiss

IKA Werke GmbH & Co. KG
Bosch

Thermo Fisher Scientific
Analytik Jena AG

WTW

INTEGRA Biosciences GmbH
KERN & Sohn GmbH
Ratiolab

Stuart Scientific Ltd.

Thermo Fisher Scientific
Tecan

Bio-Rad Laboratories GmbH
Eppendorf

Liebherr

PHCBI

Worthington Industries, Inc.
KGW Isotherm

Integra Biosciences AG

Life Technologies GmbH
Scientific Industries

Memmert
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Zentrifugen:

Mini-Zentrifuge
Mikroliterzentrifuge Mikro 200
Tischzentrifuge Rotina 420R

3.1.2.2 Software

Adobe Photoshop CS5
Citavi 6.14

FACSSuite™ V1.0.6.5230
FlowJo 10.8.1

GraphPad Prism 9.0.0

| control

Microsoft Office 2016
Ocular Software
QuantStudio Real-time PCR Software 1.3
VisionCapt

ZEN core v.2.7

Material und Methoden

Labnet
Hettich
Hettich

Adobe Inc.

Swiss Academic Software
BD Biosciences

FlowJo

Graphpad Software Inc.
Tecan

Microsoft Corporation
Qlmaging

Thermo Fisher Scientific
Vilber Lourmat

Zeiss

3.1.2.3 Online-Datenbanken und Hilfsprogramme

Die fur diese Arbeit verwendeten Datenbanken und Hilfsmitteln sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

Aufgrund der regelmafigen Nutzung sind genaue Zeitangaben nicht méglich 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.nim.nih.gov/
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser, Plastik, 13 mm, rund
Deckglaser, Glas, 13 mm, rund
Dispenser-Tips

FACS-R6hrchen, 5 ml, Rundboden
Kryo-Réhrchen CryoPure
Mikroplatte, 96-Well, weil}, opak
Mikroplatte, 96-Well, U-Boden
Mikro-Schraubrohre, 2 ml
Neubauer-Zahlkammer
Objekttrager, 76 x 26 x 1 mm
Pasteurpipetten

PCR-Platte Halbrand, 96-Well, transparent
PCR-Tubes, 0,2 ml
Pipettenspitzen, ohne Filter
Pipettenspitzen, mit Filter
Reaktionsgefale, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml
Reaktionsgefal, 1,5 ml, SafeSeal
Reaktionsgefalle, Protein LoBind
Schutzfolien fur PCR-Platten
Serologische Pipetten

2ml, 5ml, 10 ml

Transwell®-24-Well-Zellkultureinsatze, 8

Mm PorengrofRe
Zellkulturflaschen

T25, T75, T175

Zellkulturplatten, F-Boden

6-, 24-, 96-Well

Zellschaber

Zellsieb, 100 um Porengrofie
Zentrifugenréhrchen PP, konisch

15 ml, 50 ml

Material und Methoden

Carl Roth GmbH
Plano GmbH
Brand

BD Falcon
Sarstedt
Greiner Bio-one
Greiner Bio-one
Sarstedt
Marienfeld
Marienfeld
Thermo Fisher Scientific
Sarstedt
Sarstedt

divers

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Eppendorf

divers

Sarstedt

Greiner Bio-One

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

PluriSelect

Sarstedt
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3.1.4 Chemikalien und Reagenzien

100 bp DNA-Leiter
10x PCR-Puffer (inkl. MgCl,)
1,25-dihydroxyvitamin D3

5x Reverse Transkriptase-Puffer
5-FU

96 % Ethanol unvergallt

Agarose

Albumin

Ameisensaure
Ammoniumhydrogencarbonat
Azeton

Bovines Serumalbumin, Fraktion V
Bromphenolblau
DEPC-behandeltes Wasser
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dithiothreitol

DMEM ohne Phenolrot
DMEM/F12 (1:1)

dNTPs (je 10 mM)

Ethidiumbromid (10 mg/ml)
Essigsaure

FACSuite™ CS&T research beads
FACS™ Sheath Fluid

Fetales Kalberserum (FKS)

Fluoresceinisothiocyanat—konjugiertes
Dextran 4000 (FD-4)

Glycerin
Hoechst 33342

lodacetamid
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Bioron
Bioron
Hycultec
Bioron

Zentralapotheke der Universitatsmedizin

Rostock

Walter-CMP GmbH & Co. KG
Genaxxon BioScience GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

RCI Labscan

Carl Roth GmbH

AppliChem GmbH

divers

AppliChem GmbH

Merck

Sigma-Aldrich

PAN-Biotech

PAN-Biotech

Bioron

Carl Roth GmbH

J.T. Baker

BD Biosciences

BD Biosciences

PAA
Sigma-Aldrich

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Irinotecan

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kristallviolett

L-Glutamin (200 mM)
Methanol

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
NaOH

Oligo(dT)4s-Primer und Random-Primer Mix

Paraformaldehyd

PBS™ (ohne Ca** und Mg?)

PBS* (mit Ca** und Mg?*)
ProteaseMAX™

qPCR Mastermix (2x) Low Rox™ (50 nM)
Universal RNA Purification Kit

Reverase (200 U/ul)

Rifampicin
Oxaliplatin

Tag-Polymerase

Tripanblau
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Triton-X 100

Trypsin / EDTA (1:250)

Xylencyanol

Material und Methoden

Zentralapotheke der Universitatsmedizin

Rostock

Merck

Merck

Carl Roth GmbH
PAA

J.T. Baker

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Metabion

Carl Roth GmbH
PAN-Biotech
PAA

Promega
Genaxxon BioScience GmbH
Roboklon
Bioron

Carl Roth GmbH

Zentralapotheke der Universitatsmedizin

Rostock

Bioron
AppliChem GmbH
AppliChem GmbH
AppliChem GmbH
PAN-Biotech
AppliChem GmbH
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3.1.4.1 Medien, Puffer und L6sungen

0,2 % Kiristallviolett
Kristallviolett

Ethanol (96 %)

A. dest. ad

0,5 % Triton-X
1x PBS
Triton-X

1 % SDS
SDS

A. dest. ad

1x PBS
10x PBS

A. dest. ad

1x TAE-Puffer
50x TAE-Puffer
A. dest. ad

10x PBS

Na,HPO, - 2 H,O
NaCl

KCI

KH,PO,

A. dest. ad

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

4 % Paraformaldehyd

1x PBS
Paraformaldehyd

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

29
20 ml
1000 ml

50 ml
0,25 ml

109
1000 ml

9000 ml
1000 ml

20 ml
1000 ml

18,05 ¢
80g
29

29
1000 ml

100 ml

49
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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

Material und Methoden

Die Pufferldsung wurde mit konzentrierter HCI auf einen pH von 8 eingestellt.

50x TAE-Puffer
Tris-Base

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

A. dest. ad

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

70 % Ethanol
96 % Ethanol
A. dest.

Einfriermedium
FKS
Dimethylsulfoxid

Blockierungspuffer
1x PBS
BSA

Zellkulturmedium 0 % FKS
DMEM/Hams F12

L-Glutamin

Zellkulturmedium 10 % FKS
DMEM/Hams F12
FKS

L-Glutamin

242 g
100 ml
57,1 ml
1000 ml

364,5 ml
135,5 mi

50 ml
10 %

50 ml
10 %

500 ml
2 mM

500 ml
10 %
2 mM
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3.1.4.2 Antikorper

Tabelle 4: Verwendete Antikorper fiirimmunzytochemische Farbungen

Name Hersteller Verdiinnung Spezies
Muc-2 Santa Cruz Biotechnology 1:50 Mensch
Chromogranin A Santa Cruz Biotechnology 1:50 Mensch
Lysozym Santa Cruz Biotechnology 1:50 Mensch
Z0-1 Santa Cruz Biotechnology 1:50 Ratte

Tabelle 5: Verwendete Antikoérper fiir durchflusszytometrische Analysen

Name Fluorochrom Isotyp Hersteller
CD15 PerCP Maus 1gG1 BioLegend
CD24 PE Maus IgG1  ImmunoTools
CD29 APC Maus I1gG1 BioLegend
CD39 APC-Cy7 Maus 1gG1 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 1gG1 BioLegend
CD71 APC Maus IgG1  ImmunoTools
CD86 PE-Cy7 Maus IgG2b  BioLegend
CD102 FITC Maus 1gG2a Acris
CD152 PE Maus I1gG1 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 fiir Genexpressionsanalysen und Proteinquantifizierung

Name Hersteller
Bicinchoninsaure-Assay Thermo Fisher Scientific
CYP3A4/Luciferin-IPA P450-Glo™ Assay Promega
Precellys Tissue RNA Kit Peqglab
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 fur die

Genexpressionsanalysen verwendeten Primer sind in Tabelle 7 aufgefuhrt.

Tabelle 7: Verwendete Primer fiir Genexpressionsanalysen

_ NCBI . Fragment- Annealing-
Primer Sequenz (5°-39) " temperatur
Referenz groRe (bp) (°C)
ABCB1 GCTGTCAAGGAAGCCAATGCCT
(P-gp) BocuS2e TGCAATGGCGATCCTCTGCTTC 2 e
ABCG2 GTTCTCAGCAGCTCTTCGGCTT
BCRP) ~ NM_004827.3 Lo rCCAGACACACCACGGATA 145 58
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDH  NM_001357943.2 vtsdtivivigfaie 226 58
NR1I1 CGCATCATTGCCATACTGCTGG
(VDR) NM_000376.3 CCACCATCATTCACACGAACTGG 101 58
NR1I2 GCTGTCCTACTGCTTGGAAGAC
(PXR) HIRLIEZ0E CTGCATCAGCACATACTCCTCC 124 2
OCLN ATGGCAAAGTGAATGACAAGCGG
(Occludin) NM_002538.1 CTGTAACGAGGCTGCCTGAAGT 124 58
SLC2A2 ATGTCAGTGGGACTTGTGCTGC
(GLUT-2) Y] (00012 AACTCAGCCACCATGAACCAGG 131 %8
SLCO2B1 TGGGCACAGAAAACACACCT
(OATP2B1) NM001148212.3 o s o TGCCAAAATAGCTCAC 265 %8
UGT1A6 NM_001072.4 S SO TOENIOE/ O ELE) 148 58

GGTCCTTGTGAAGGCTGGAGAG

3.1.4.5 Peptide

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

Protein Peptidsequenz
BCRP SSLLDVLAAR
OATP2B1 SSPAVEQQLLVSGPGK
PEPT1 TLPVFPK
P-gp AGAVAEEVLAAIR
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3.2 Methoden

Samtliche 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-
tatsmedizin Rostock. Eine Ubersicht (iber die einzelnen Arbeitsschritte und verwendeten Me-
thoden ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der verwendeten Methoden. Dargestellt sind die einzel-
nen Arbeitsschritte zur ldentifizierung 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: Flissigkeitschromato-
grafie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie, PCR: Polymerase-Kettenreaktion, REM: Raster-
elektronenmikroskopie, TEER: Transepithelialer elektrischer Widerstand, TJ: Tight Junctions.

"PD

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 fir Allgemein-, Viszeral-, Gefal- und Transplantationschi-
rurgie der Chirurgischen Klinik und Poliklinik der Universitatsmedizin Rostock. Hierzu wurden
Gewebestiicke 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 (Porengréoe 100 pym,
PluriSelect) filtriert und bei 300 g fir 7 min zentrifugiert. Die Zellen wurden in Zellkulturmedi-

um aufgenommen, in kollagenbeschichteten 6-Well-Zellkulturplatten ausgeséat und in einem
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Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Patienten ohne aus-
druckliche schriftliche Einwilligung zur Verwendung des Biomaterials wurden von der Pro-
benahme ausgeschlossen. Die Verarbeitung des Patientenmaterials wurde durch die Ethik-
kommission der Universitadtsmedizin Rostock genehmigt (Referenznummer 1l HV 43/2004
und A 45/2007).

3.2.2 Zellkultur

Fir die Kultivierung der HROC- und Caco-2-Zellen sind grundsatzlich aseptische Bedingun-
gen erforderlich. Samtliche Zellkulturarbeiten fanden daher unter einer Sterilwerkbank
(Thermo Fisher Scientific) statt. Alle hitzebestandigen Verbrauchsmaterialien wurden zuvor
durch Autoklavieren sterilisiert. Die fur 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 Kalberserum) und 2 mM L-
Glutamin bei 37 °C, 5 % CO, 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
Ca? und Mg?*) gespiilt, um Mediumreste zu entfernen. AnschlieRend wurden die Zellen fiir
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 geldst und die Wirkung des Trypsins durch das FKS inaktiviert. Die geernteten
Zellen wurden gezahlt und im Anschluss fur Experimente oder fir die Kryokonservierung
genutzt. Fur die weitere Kultivierung wurden die Zellen mit einem Verdunnungsfaktor zwi-
schen 1:5 bis 1:10 verdunnt und in die Zellkulturflasche eingesat. Um Veranderungen 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
durchgefuhrt. Die Zellen wurden in regelmafigen Abstanden auf Kontaminationen mit

Mykoplasmen getestet.

3.2.2.2 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl der lebenden Zellen erfolgte mithilfe der Neubauer-
Zahlkammer und der Trypanblau-Farbung. 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 angefarbt und sind somit mikroskopisch von
ungefarbten lebenden Zellen abzugrenzen. Nach der Zellernte wurde die Zellsuspension im

Verhaltnis 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 angefarbten Zellsuspension wurde auf einen Objekttra-
ger mit einer Neubauer-Zahlkammer (Marienfeld) pipettiert und bei 10-facher Vergrél3erung
unter dem Lichtmikroskop (Zeiss) betrachtet. Die Anzahl der lebenden Zellen (N) wurden in
zwei GrofRquadraten (Q) ausgezahlt und die Zellkonzentration pro ml (D) unter Bertcksichti-

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

D=N/Q-V-10*
3.2.2.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Suspensionszellen wurden wahrend der gesamten Zellkulturarbeiten regelmafig kryo-
konserviert, um auf Zellen tieferer Passagen zurtuckzugreifen oder diese im Falle einer Kon-
tamination erneut zu kultivieren. Dazu wurden 3:10° Zellen in je 1,5 ml Einfriermedium aufge-
nommen, in beschriftete Kryo-Réhrchen tberfihrt und mithilfe eines Einfriercontainers auf -
80 °C heruntergekuhlt. Das zugesetzte DMSO (Dimethylsulfoxid) wirkt als Frostschutzmittel
und sorgt fiir eine hohe Uberlebensrate der Zellen nach dem Auftauen. Die Langzeitlagerung
der Suspensionszellen erfolgte in einem flissigen Stickstofftank bei -150 °C. Fur die erneute
Kultivierung wurden die Kryoréhrchen aufgetaut, die Zellsuspension in 10 ml Zellkulturmedi-
um aufgenommen und in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen transferiert. Nach der Zellzahlbe-
stimmung wurde die Zellsuspension fiir 7 min bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand de-
kantiert, um Uberschiissiges DMSO zu entfernen. Die Zellen wurden entsprechend der
Zellzahl in Zellkulturflaschen mit 5 ml, 10 ml oder 20 ml Zellkulturmedium ausgesat und im

Brutschrank inkubiert.

3.2.2.4 Behandlung mit Rifampicin und Vitamin D3

Fir die Untersuchung der Medikamenten-Gen-Interaktion von Phase Il-lll-Enzymen wurden
die Zellen mit 20 uM Rifampicin und 100 nM VD3 Uber einen Zeitraum von 72 h behandelt.
Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 2 bis 5:10° Zellen pro Well in unbeschichtete 6-
Well-Zellkulturplatten ausgeséat. Nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz wurde das Zell-
kulturmedium durch die Prifsubstanzen 20 uM Rifampicin (gelést in DMSO) und 100 nM
VD3 (geldst in Ethanol) ersetzt und taglich erneuert. Den korrespondierenden Kontrollen
wurde Zellkulturmedium mit 0,1 % DMSO (v/v) bzw. 0,1 % Ethanol (v/v) zugeflihrt. Nach der
Inkubation wurden die adharenten Zellen mithilfe eines Zellschabers schonend abgel6st,
mehrmals resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefall mit SafeSeal-Verschluss transferiert
und bei 4 °C bei 300 g fiir 7 min abzentrifugiert. AbschlieRend wurde der Uberstand entfernt,
die Zellpellets in flissigem 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 zunachst durch eine Vorunter-
suchung der Zelllinien, anhand derer einzelne Linien mit ungeeigneten morphologischen Ei-
genschaften von weiteren Versuchen ausgeschlossen wurden. Hierzu zahlten im Einzelnen:
langsames Anwachsen der Zellen, Wachsen in inselartigen Kolonien, kein lickenloser epi-
thelartiger Bewuchs, ein rasches Absterben der Zellen nach Erreichen der Konfluenz sowie
die UbermaRige Bildung domartiger Strukturen. Die Zellen wurden hierzu in einer Dichte von
2 bis 5-10° pro Well in unbeschichtete 6-Well-Zellkulturplatten ausgesét und {iber 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

Fir die Bestimmung der Verdopplungszeit wurden die Zellen je nach Wachstumsverhalten in
einer Dichte von 2,5-10° bis 5-10* pro Well in unbeschichtete 24-Well-Zellkulturplatten aus-
gesat. Nach 48 h Inkubationszeit im CO.-Brutschrank wurden die Zellen taglich an vier auf-
einanderfolgenden Tagen mit 0,2 % Kristallviolett (KV) angefarbt. Dabei wurde jeweils das
Medium entfernt, die Zellen mit PBS™ gewaschen und mit 500 pl KV fir 20 min unter Schit-
teln bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS™ wurde das mit
lebenden Zellen interkalierende KV mit 1 ml 1 % Natriumdodecylsulfat (SDS) gel6st und fur
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 No den Anfangsbestand, A die Wachstumskonstante und t die
Zeit dar.

N(t) = No - e

Fir die Bestimmung der Verdopplungszeit (T) gilt hierbei:

3.2.3.3 Zellmigration

Der in vitro wound healing assay stellt eine schnelle und einfache Technik dar, um die
Wundschlieungszeit und somit die Zellmigration der Zellen zu bestimmen. Hierzu wurden

die Zellen in einer Dichte von 2 bis 5-10° pro Well in unbeschichtete 6-Well-Zellkulturplatten

30



Material und Methoden

ausgesat. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Medium auf 0 % FKS umgestellt und
mittels einer 10 pl Pipettenspitze eine Wunde gekratzt. Um Uberschissiges Zellmaterial zu
entfernen, wurde vorsichtig mit PBS™ gesplult. Als Orientierungshilfe wurde eine Linie auf der
Ruckseite der Platte aufgetragen. Die Weite der Wunde wurde fotodokumentarisch taglich
fur den Zeitraum von maximal 96 h bei vierfacher Vergréferung festgehalten. Daraus erfolg-
te die Berechnung der Zellmigrationsrate Ry durch Subtraktion der initialen Weite der Wunde
(W) mit der finalen Weite der Wunde (Wfg) dividiert durch die Zeit t. Die errechnete Zellmigra-

tionsrate wurde in um/h angegeben.

(W) - WE)

RM= t

3.2.3.4 Durchflusszytometrische Analyse von Zelloberflichen-Antigenen

Die Immunphanotypisierung durch Durchflusszytometrie (FACS) mit fluoreszenzmarkierten
Antikérpern 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 Rickschlisse auf den Differenzierungsgrad ziehen lassen. Da die
Analyse einzig zur Charakterisierung der einzelnen Zelllinien beitragen soll, wurde die Caco-
2-Zelllinie als Referenz nicht mitgefuhrt. Die Zellen wurden fir diese Analyse bei 60 bis 70 %

Konfluenz geerntet.

Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zelloberflachen-Antigene durch direkte
Antikdrperfarbung mithilfe Fluoreszenzfarbstoff-markierter Antikdrper markiert und in einem
FACSVerse™-Durchflusszytometer (BD Biosciences) der Core Facility fiir Zellsortierung und
Zellanalyse der Universitatsmedizin Rostock analysiert. Fir die Oberflachenfarbung wurden
pro Ansatz 2:10° Zellen in 500 pl Blockierungspuffer aufgenommen, in ein FACS-Réhrchen
Uberfuhrt und zweimal bei 350 x g fur 5 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Blockie-
rungspuffer mit jeweils 5 pl Antikérperldsung in einem Gesamtvolumen von 100 pl aufge-
nommen, gevortext und lichtgeschutzt fur 15 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen zweimal gewaschen, um nichtgebundene Antikdrper zu entfernen. Das Zellpellet wur-
de in 500 pl Blockierungspuffer aufgenommen und bis zur Messung lichtgeschutzt bei 4 °C
gelagert. Pro untersuchter Zelllinie wurde eine ungefarbte Probe als Kontrolle mitgefihrt.
Das FACSVerse™-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 Ubersicht (iber die verwendeten Antikdrper ist in
Tabelle 5 gelistet. Die Messung der Zellen erfolgte mit der Software FACSSuite™ (BD
Biosciences) und die Auswertung mit FlowJo (FlowJo). In Vorversuchen wurden Kompensa-
tionseinstellungen durchgefuhrt, um Uberlagerte Fluoreszenzsignale und somit Fehldetektio-
nen zu vermeiden. Vor Beginn der Messung erfolgte zunachst eine tagliche Qualitatskontrol-
le mithilfe von einheitlich fluoreszierenden Kalibrierungspartikeln (BD Biosciences). Bei der
Auswertung wurde die Zellpopulation der ungefarbten Kontrolle markiert und durch das Auf-
tragen von Forward Scatter Flache (FSC-A) gegen Hohe (FSC-H) Zellaggregate herausgefil-
tert. AnschlieRend wurde die Side Scatter Flache (SSC-A) gegen die Hoéhe (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 moéglichst geringem Hintergrund herausgefil-
tert. Dadurch konnte aufgrund ihrer Grélie und Granularitat die typische Tumorzellpopulation
markiert werden. Der prozentuale Anteil positiv gefarbter Zellen wurde dann mithilfe von His-

togrammen ermittelt.

3.2.3.5 Chemosensitivitidt-Testung

Fir die Bestimmung der Chemosensitivitat wurden insgesamt 23 Zelllinien, einschliel3lich der
Caco-2 Zelllinie, bezlglich ihrer Sensitivitat auf klinisch zur Therapie des KRK eingesetzten
Therapeutika getestet. Hierfir wurden die Wirkstoffe 5-FU, Capecitabin, Irinotecan und
Oxaliplatin verwendet. Die jeweiligen Konzentrationen wurden an eine optimale Berechnung
der 1Cs5 (mittlere inhibitorische Konzentration) angepasst. Fir diese Versuche wurden auch
einige der zuvor ausgeschlossenen Zellmodelle als Vergleichsgrofie mitgefuhrt. Die Zellen
wurden als Triplikate mit einer Zelldichte von 0,5 bis 1:10* Zellen pro Well in 150 ul Zellkul-
turmedium (10 % FKS) in 96-Well-Zellkulturplatten ausgesat und fur 24 h inkubiert. Um die
finale Konzentration zu erreichen, wurden die Chemotherapeutika in 50 pl Zellkulturmedium
aufgenommen, in zuvor festgelegten Verdunnungsstufen in die Wells pipettiert und insge-
samt fur 144 h inkubiert. Nach 72 h Inkubationszeit erfolgte ein Mediumwechsel und die
Chemotherapeutika wurden erneut aufgetragen. Die Totkontrolle wurde durch Abtéten der
Zellen mit PBS™ erreicht. Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen mit PBS™ gewaschen
und mit 50 pl 0,2 % KV fur 20 min bei RT gefarbt. Im Anschluss wurde das KV entfernt, die
Wells dreimal mit PBS™ gewaschen und die Platten fur die Trocknung bei RT belassen. Das
gebundene KV wurde in 100 pl 1 % SDS geldst, fur 20 min bei RT auf dem Laborschuttler
inkubiert und die Absorption bei 570 nm am Tecan Infinite 200 Pro gemessen. Die normali-
sierte Zellviabilitdt wurde im Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle mithilfe folgender Formel

berechnet:
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(Probe - Totkontrolle)

Zellviabilitat (%) = .
(%) (Lebendkontrolle - Totkontrolle)

100

3.2.3.5.1 Bestimmung der IC5

Bei der IC5 handelt es sich um die mittlere Substratkonzentration, die nach entsprechender
Inkubationszeit zu einer Hemmung des Zellwachstums von 50 % fUhrt. Die 1Cs, wurden flr
die vier Wirkstoffe in den HROC-Zelllinien und der Caco-2 ermittelt. Hierfir wurden die Mit-
telwerte der um die Lebendkontrolle normalisierten Zellviabilitdten (%) 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 Integritat

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

sung des epithelialen Widerstandes sowie eines Permeabilitdtstests analysiert und validiert.

3.2.4.1 Transepithelialer elektrischer Widerstand

Um die Barriereintegritat der in den Transwell kultivierten Zellen zu messen, wurde zunachst
der transepitheliale/transendotheliale Widerstand (TEER) der Zellen ermittelt. Hierbei gilt ein
TEER 2= 300 Q-cm? als Evidenz fiir 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 Integritat und Permeabilitat
eines Epithels bzw. Endothels (Benson et al. 2013; Srinivasan et al. 2015). Der elektrische
Widerstand kann hierbei mit handelstiblichen 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). Fir die Bestimmung des TEER wurden jeweils 4-10* Zellen in 24-Well-
Transwell®-Zellkultureinsatze (Greiner) ausgesat. Die basolaterale Kammer wurde dabei mit
750 pl und die apikale Kammer mit 150 ul Zellkulturmedium beftillt. Pro Durchgang wurde ein
zellfreies Insert flr 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 fiur 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 (Q) = RTotal - RBlank

R verhalt sich hierbei umgekehrt proportional zur effektiven Flache der semipermeablen

Membran (Mgjsche = 0,336 cmz) und wird in cm? angegeben (Haorah et al. 2008).

1

Roowese (Q) 0 p——

Die finalen TEER-Werte (TEERFa) werden Ublicherweise in Q-cm? angegeben. Fir die Be-
rechnung der TEERFo werden die Rohdaten (Rgewene) Mit der effektiven Flache multipliziert
(Haorah et al. 2008; Watson et al. 2013).

TEERFina = Reewebe (Q) * MEische (CM?)

3.2.4.2 FITC-Dextran Permeabilitits-Assay

Die Untersuchung der parazellularen Permeabilitat erfolgte mithilfe des FITC-konjugierten
Dextran 4 (FD4) kDa (Kilodalton) Permeabilitdts-Assay. Dextran ist ein Glucosepolymer mit
leicht zuganglichen Hydroxyl- und Carbonylgruppen, das haufig als Tracermolekil eingesetzt
wird, da es parazelluldr durch kultivierte Zelllayer passieren kann (Neely 1960; Miyazaki et
al. 2017). Dextran ist zudem gut in Wasser I6slich, wird nicht aktiv von Zellen transportiert
und findet daher haufig Anwendung in Permeabilitatsstudien (Bednarek 2022). Die Permea-
bilitats-Messungen wurden an d3, d5, d7, d9, d14 und d21 im direkten Anschluss an die
TEER-Messungen durchgefuhrt. Hierzu wurden die Zellkultureinsatze mit PBS™ gewaschen,
die basolaterale Kammer mit 500 yl DMEM ohne Phenolrot und die apikale Kammer mit 150
pl FD4 (0,4 mg/ml, geldst in PBSY) beflllt. Nach 20 min Inkubationszeit bei RT wurden 100 pl
der basolateralen Kammer entnommen und als Duplikate in weille opake 96-Well-
Mikroplatten transferiert. Die Fluoreszenzintensitat (F) wurde dann mithilfe des Tecan Infinite
200 Pro bei einer Exzitation von 485 nm und Emission von 535 nm bestimmt. Der Leerwert
(Fgiank) Wurde von den Rohdaten subtrahiert und die FD4-Konzentration in Prozent des auf

100 % gesetzten Leerwertes errechnet.

FProbe - I:Blank

% Permeabilitat = 100

Total ~ I:Blank

3.2.5 Untersuchung des Differenzierungsgrades

3.2.5.1 Immunzytochemische Farbung 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. Hierfir wurden
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runde unbeschichtete 13 mm-Plastikdeckglaschen (Carl Roth GmbH) mit absolutem Ethanol
sterilisiert und in unbeschichtete 24-Well-Zellkulturplatten transferiert. Die Zellen wurden in
einer Dichte von 10* pro Well ausgesét und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Fiir
Z0-1 erfolgte die Fixierung mit Methanol/Azeton (1:1) fir 20 min bei -20 °C, die restlichen
Proben wurden mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fur 10 min bei RT fixiert. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS™ gewaschen und mit 0,5 % Triton X-100 (AppliChem) fir 5 min bei RT
permeabilisiert. Nach erneutem Waschen mit PBS™ wurden die Proben mit den primaren An-
tikérpern (verdinnt in PBS’, siehe Tabelle 4) fir 1 h bei RT und anschlieliend tGber Nacht
lichtgeschitzt bei 4 °C inkubiert. Fur die Gegenfarbung der Zellkerne wurden die Proben
gewaschen und mit Hoechst 33342 (1:250 in PBS’, Hycultec) fir 5 min lichtgeschitzt bei RT
inkubiert. Die Visualisierung erfolgte am hyperspektralen Dunkelfeld-Mikroskop CytoViva®
(CytoViva, Inc.) in der Orthopadischen Klinik und Poliklinik der Universitatsmedizin Rostock
mit einem 60-fachen Ol-Immersionsobjektiv und der Ocular Software V2.0. (Qlmaging Ocular
Software). Fur die Anpassung des Kontrastes sowie die Bildiberlagerung 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 hierfiir in 24-Well-Zellkulturplatten in einer Dichte von 10* pro
Well auf 13 mm-Glasdeckglaschen (Plano) ausgesat 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 anschlieRend bei 4 °C in Fixierlosung (2 %
Glutaraldehyd-Losung und 1 % PFA in 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,3) inkubiert. Die
weitere Bearbeitung der Proben erfolgte im Elektronenmikroskopischen Zentrum der Univer-
sitatsmedizin Rostock. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer folgte
die Trocknung der Deckglaschen in einer aufsteigenden Ethanolreihe in destilliertem Wasser
(30 % fur 2 min, 50 % fur 5 min und far 15 min in je 70 %, 90 % und absolutem Ethanol).
AnschlieRend wurden die Deckglaschen mit CO, nach Herstellerangaben in einem Emitech
K850 (Emitech/Quorum Technologies Ltd.) kritisch-Punkt-getrocknet. Die Leitfahigkeit der
Oberflache wurde durch ein Sputter-Beschichtungsverfahren gewahrleistet. Dabei wurden
die getrockneten Proben mithilfe des Leica SCD 500 sputter coater (Leica Microsystems) mit
10 bis 15 nM Gold Uberschichtet. Die Zelloberflachen wurden schlieRlich 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.
Fir die digitale Bilderfassung einer Bildgréfie von bis zu 1024-756 Pixel wurde ein hocheffi-

zienter Sekundarelektronendetektor verwendet.
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3.2.6 Expressionsanalysen

3.2.6.1 Bestimmung der CYP3A4-Aktivitat

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivitadt 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 fir die Bestimmung der CYP3A4-Aktivitat.
Die Substrate des Assay sind CYP-Enzym-Substrate, sogenannte Proluciferine. Diese sind
Derivate des Leuchtkafer-Luciferin (D-Luciferin). Das Enzym CYP3A4 katalysiert dabei die
Reaktion von Luciferin-IPA in Leuchtkafer-Luciferin. In einer zweiten Reaktion wird D-
Luciferin durch die Luciferin-Detektionsreagenz (Esterase) erkannt, wodurch ein Lichtsignal
entsteht. Die Intensitat des Lichtes ist proportional zur Menge des D-Luciferin und somit zur
CYP3A4-Enzymaktivitadt. Fur diese Arbeit wurde das zellbasierte nicht-lytische Verfahren
angewendet und nach Herstellerangaben bei RT durchgeflihrt.

Die Zellen wurden hierfiir als Duplikate mit einer Zelldichte von 0,5 bis 1-10* Zellen pro Well
in 96-Well-Zellkulturplatten ausgesat. Nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz wurde das
Zellkulturmedium durch die in Medium geldsten Prifsubstanzen 20 yM Rifampicin, 100 nM
VD3 und 100 uM Dexamethason ersetzt und taglich Uber einen Zeitraum von 72 h erneuert.
Als Kontrolle wurde fir Rifampicin und Dexamethason Zellkulturmedium mit 0,1 % DMSO,
fur VD3 mit 0,1 % Ethanol (v/v) genutzt. Nach der Behandlung wurden die Zellen mit PBS’
gewaschen und mit 50 pl pro Well Luciferin-IPA/Medium (1:1000) fir 60 min bei RT inkubiert.
25 ul des Uberstandes wurden als Duplikate in weille opake 96-Well-Mikroplatten transferiert
und 25 pl 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-Aktivitdt 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 Veranderung der Aktivitat

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 Diinndarmproben

Als Referenz fur die intestinale Genexpression wurde die Gesamt-RNA aus Normalgewebe
von drei unterschiedlichen Dinndarmbiopsien isoliert. Die Proben stammten aus der Gewe-
besammlung der BioBank Rostock und wurden bis zur Aufarbeitung bei -150 °C gelagert.
Far die Aufarbeitung wurde das Precellys Tissue RNA Kit (Peglab) 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 Reaktionsgefalle
Uberfihrt und im Anschluss mit Lysepuffer behandelt. Die Proben wurden zweifach bei 6 500
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rpm fir 20 s im Homogenisator Precellys® 24 (Bertin Instruments) zentrifugiert und erneut
mit Lysepuffer versetzt. Nach sorgfaltigem Vortexen des Gemisches fur 5 s wurde das Puf-
fer-Gewebe-Gemisch unter kontinuierlichem Schutteln (750 rpm) fir 1 h bei RT inkubiert. Die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) wurde durch Zentrifugation fur 2 min bei 10 000 g entfernt,
die Filtrate nach Zusetzen von 70 % Ethanol auf die RNA-Bindesaulen geladen und fur 2 min
bei 10 000 g zentrifugiert. Nachdem die RNA fur 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, fir 2 min bei 10 000 g trockenzentrifugiert und mit zwei-
facher Wiederholung in RNase-freiem Wasser fir 1 min bei 6 000 g eluiert. Die isolierte RNA
wurde im Anschluss fur die Synthese komplementarer DNA (cDNA) genutzt und bei -80 °C
gelagert.

3.2.6.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Fir die Analyse der Genexpression in Abhangigkeit 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 | 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 ul der Probe auf das Spektrophotometer pipettiert und die
Absorption des Lichtes bei einer Wellenlange von A = 260 nm und A = 280 nm gemessen.
Die RNA-Konzentration in ng/ul wurde anhand des fir die Konzentrationsbestimmung modi-
fizierten Lambert-Beerschen Gesetzes bestimmt. Die Bestimmung des Leerwertes erfolgte
mit DEPC-behandeltem Wasser und wurde fir alle Messungen automatisch verrechnet. Die

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

3.2.6.5 cDNA-Synthese

Fir die Untersuchung der Genexpression spezifischer Gene ist es notwendig, die isolierte
Gesamt-RNA mittels reverser Transkription in komplementare DNA (complementary DNA,
cDNA) umzuwandeln. Hierzu wurden folgende Reagenzien in einem 0,2 ml PCR-

Reaktionsgefalt zu einem Gesamtansatz von 8 ul zusammenpipettiert:

Gesamt-RNA (1 ug) X Ml
Oligo(dT)1s-Primer und Random-Primer Mix 1 ul
Nuklease-freies Wasser ad > 8 ul
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Um Sekundarstrukturen aufzubrechen und deren Neubildung zu verhindern, wurden die An-
satze im ersten Schritt bei 70 °C fur 10 min mit anschlieBender Kuhlung bei 4 °C in einem
Thermocycler (Bio-Rad Laboratories GmbH) inkubiert. Zu den Ansatzen wurde ein 12 uyl Mix

aus folgenden Reagenzien pipettiert:

5x Reverse Transkriptase-Puffer 4 ul
dNTP-Mix (je 10 mM) 1l
Reverase (200 U/ul) 1 ul
Nuklease-freies Wasser 6 ul
Gesamtvolumen > 12 ul

Die reverse Transkription wurde bei 45 °C flr 120 min inkubiert, zur Inaktivierung des Reak-
tionsgemisches bei 70 °C fur 10 min erhitzt und abschlieBend bei 4 °C gekuhlt. Nach Ablauf
der Reaktion wurden die Ansatze mit Nuklease-freiem Wasser 1:4 verdinnt und bei -20 °C

gelagert.

3.2.6.6 Standard-PCR fiir Primer-Testung

Die Standard-PCR wurde durchgefiihrt, um die fur diese Arbeit synthetisierten Primer auf
Spezifitat zu testen und optimale Bedingungen fir die Real-time PCR zu gewahrleisten. Eine
Ubersicht Uber die verwendeten Online-Datenbanken und Hilfswerkzeuge fiir die Wahl der
Primerpaare ist in Tabelle 3 gelistet. Alle verwendeten Primer wurden von der Firma
Metabion synthetisiert und sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Die Sequenzen flir ABCB1, ABCG2,
SLC2A2, NR112, OCLN und UGT1A6 wurden von der Firma Origene bereitgestellt und fur
GAPDH sowie SLCO2B1 zuvor publiziert (Wang et al. 2012; Fujiwara et al. 2014). Fir die
Kontrolle der Primer-Spezifitat wurden die Zielsequenzen mithilfe der bioinformatischen Onli-

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

Diese Datenbank wird genutzt, um PCR-Primer gegen die in der Datenbank gespeicherten
Genome zu testen. Zusatzlich 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 samtlicher Primer fur eine optimale Schmelztemperatur zwischen 40 bis 60 % liegt.
Um eine gewlnschte Endkonzentration der Primer-Stammldsung von 100 pM zu erreichen,
wurden die gefriergetrockneten Primer mit entsprechenden Volumina an DEPC-behandeltem
Wasser zugesetzt und hiernach fir die Herstellung der 10 uM Arbeitslésung 1:10 verdinnt.
Als Positivkontrolle fur die Primertestung diente ein cDNA-Pool aus drei normalen Dinn-
darmepithelien (BioBank Rostock, Tabelle 1). Folgende Reagenzien wurden in einem 0,2 ml

PCR-Reaktionsgefall zu einem Gesamtansatz von 25 ul zusammenpipettiert:
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Template cDNA (50 ng) x ul
10x PCR Puffer inkl. MgCl, 2,5 ul
dNTPs (10 mM) 0,5
Forward primer (10 uM) 0,5 ul
Reverse primer (10 uM) 0,5 ul
Tag-Polymerase 0,2 ul

Nuklease-freies Wasser ad ) 25 ul

Die Ansatze wurden im Thermocycler mit folgendem PCR-Programm fiir 35 Zyklen inkubiert:

5 min 94 °C Vordenaturierung

30s 94 °C Denaturierung

30s 58 °C Annealing x 35
30s 74 °C Elongation

5 min 74 °C Elongation

Die Annealing-Temperatur erzielte fir alle Primerpaare optimale Ergebnisse und musste
somit nicht flr jede Primerkombination optimiert werden. Nach der Amplifikation wurde die
Spezifitdt der Produkte anhand der Fragmentlangen mittels Agarose-Gelelektrophorese

Uberprift.

3.2.6.7 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der horizontalen Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente anhand ihrer
FragmentgroRe in einem Agarose-Gelsystem aufgetrennt werden. Hierzu wurden Gele durch
Aufkochen von 1 % Agarose (w/v) in 1x TAE-Puffer hergestellt und die flussigen Gele nach
Abkuhlung mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (10 mg/ml, Carl
Roth GmbH) versetzt. Zur Vereinfachung des Beladungsprozesses und Visualisierung der
DNA wurden die Reaktionsansatze mit 5x Ladepuffer im Verhaltnis 5:1 versetzt und je nach
GroRe der Kammer 10 bis 12,5 pl pro Ansatz auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen. Um eine
GroRen- bzw. Konzentrationsabschatzung der DNA vornehmen zu kdnnen, wurde pro Lauf
zusatzlich ein Langenstandard (100 bp, Bioron) aufgetragen. Die Fragmente wurden bei
konstanter Spannung von 70 V fir 10 min und 85 V fir 30 bis 45 min in 1x TAE-Laufpuffer
aufgetrennt. Im Anschluss erfolgte die Visualisierung der Ethidiumbromid gefarbten DNA am

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

1x TAE-Puffer 45 mi
Agarose 0,459
Ethidiumbromid 2,25 pl

3.2.6.8 Real-time PCR

Die Real-time PCR ermdglicht eine zuverlassige 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 doppelstrangige DNA und emittiert nach Anregung mit Licht der Wellenlange A
= 497 nm grines Licht der Wellenlange A = 520 nm. Hierbei wurde der gPCR Mastermix (2x)
Low Rox™ (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 i

zusammenpipettiert:

Template cDNA 2 ul
gPCR Mastermix (2x) 6,25 pl
Forward primer (10 uM) 0,625 ul
Reverse primer (10 uM) 0,625 ul
Nuklease-freies Wasser 3ul
Gesamtvolumen > 12,5 ul
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Fir die Real-time PCR wurden die Reaktionsansatze im ViiA™ 7 Real-Time PCR System

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

2 min 50 °C Aktivierung

10 min 95°C Initiale Denaturierung

15s 95°C Denaturierung

1 min 58 °C Annealing x 35
45 s 70 °C Elongation

15s 95 °C Denaturierung

15s 60 °C Annealing

15s 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 Uberschreiten 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 Spezifitdt der amplifizierten PCR-Produkte zu Uberprifen. Hierbei
wird das PCR-Produkt unter langsamer Temperaturzunahme aufgeschmolzen und der Fluo-
reszenzfarbstoff freigesetzt. Die Schmelzkurvenanalyse erfolgte zusatzlich als Qualitatskon-
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 Veranderungen 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 Veradnderungen der mRNA-Level mithilfe der AACt-Methode
nach (Livak und Schmittgen 2001) berechnet. Hierbei wird angenommen, dass die Amplifika-
tionseffizienz des Haushaltsgenes der des gewlnschten Zielgenes entspricht. Es wird folg-
lich von einer Amplifikationseffizienz von 100 % oder 2 ausgegangen. Die ausgegebenen Ct-
Werte wurden fir jede Probe zunachst auf das Referenzgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert, um dadurch die jeweiligen ACt-Werte zu ermitteln:

41



Material und Methoden

ACtProbe = CtZielgen - CtReferenzgen

Die AACt-Werte wurden durch Berechnung der Differenz zwischen den ACt-Werten der ex-

perimentellen Probe und der Kontrollprobe ermittelt:
AACt = ACtexperimentelle Probe ~ ACtKontrollprobe

Die relative Veranderung der Genexpression zwischen den beiden Proben wurde dann aus
der negativen Potenz des AACt-Wertes zur Basis 2 berechnet. Hierbei entspricht 2 der auf

100 % festgelegten Amplifikationseffizienz:

2-AAC'[

3.2.7 Proteinquantifizierung

Die Bestimmung des Proteingehalts der Transporter PEPT1, OATP2B1, P-gp und BCRP in
Abhangigkeit von der Kulturzeit erfolgte durch eine validierte Flissigkeitschromatografie-
Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-basierte proteomische Methode
(Groer et al. 2013; Wenzel et al. 2021; Wenzel et al. 2022). Die Proteinlevel wurden mit zu-
vor publizierten Daten von Proteingehaltern relevanter Transporter in  humanen
Jejunalproben (Tabelle 2) verglichen (Brick et al. 2017). Hierfur wurden die Zellen in einer
Dichte von 2 bis 5-10° Zellen pro Well in unbeschichtete 6-Well-Zellkulturplatten ausgeséat
und unter Standardbedingungen kultiviert. Bei Erreichen einer 60 bis 70%igen Konfluenz
bzw. zehntagigen 100%igen Postkonfluenz wurden die adharenten Zellen mithilfe eines Zell-
schabers schonend abgeldst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefald mit SafeSeal-Verschluss transfe-
riert und bei 4 °C bei 300 g flir 7 min zentrifugiert. Die Proben wurden abschlielend in flissi-
gem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert. Die nachfolgenden Analysen wurden
mit freundlicher Unterstlitzung am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Universi-
tatsmedizin Rostock durchgefihrt. Hierbei wurden die Zellen zunachst fir die Extraktion des
Membranproteoms mithilfe des ProteoExtract Native Membrane Protein Extraction Kit
(Merck) nach Angaben des Herstellers lysiert. Unter Verwendung des Bicinchoninsaure-
Assay (Thermo Fisher Scientific) wurde der Gesamtproteingehalt der gewonnenen
Membranfraktion bestimmt und auf eine maximale Proteinkonzentration von 2 mg/ml ange-
passt. Fir die Denaturierung wurden 100 pl der jeweiligen Membranfraktion mit 10 pl
Dithiothreitol (200 mM, Sigma-Aldrich), 40 yl Ammoniumhydrogencarbonat (50 mM, pH 7,8,
Sigma-Aldrich) und 10 pl ProteaseMAX™ (1 %, m/v, Promega) gemischt und fir 20 min bei
60 °C inkubiert. Nach dem Abkihlen wurden 10 pl lodacetamid (400 mM, Sigma-Aldrich)
zugegeben und die Proben fur die Alkylierung in einem abgedunkelten Wasserbad fir 15 min

bei 37 °C inkubiert. Der Proteinverdau erfolgte durch Zugabe von 10 ul Trypsin (Promega)
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bei einem Verhaltnis von Trypsin zu Protein von 1:40. Die Proben wurden bei 37 °C flir 16 h
inkubiert und der Verdau durch Zugabe von 20 yl Ameisensaure gestoppt (10 % v/v, Sigma-
Aldrich). Alle Proben wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert. Nach einer
Zentrifugation bei 16 000 g fur 15 min bei 4 °C wurden 50 pl der verdauten Membranfraktion
mit 50 ul eines isotopenmarkierten internen Standards (I1S)-Peptidmixes (10 nM pro IS) ge-
mischt. Fir 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 aufgefihrt. Alle Pep-
tide und 1S-Peptide wurden auf Nachfrage in hoher analytischer Qualitat mit einer Reinheit
von 97 bis 99 % von der Firma Thermo Fisher Scientific synthetisiert. Fur samtliche 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 Massenubergange
Uberprift und der Proteingehalt (in pmol/mg Protein) durch Normalisierung auf den Gesamt-

proteingehalt der isolierten Membranfraktion errechnet.

3.3 Statistische Auswertung

Die fur die statistische Auswertung verwendeten Daten sind reprasentativ fir mindestens
zwei biologisch unabhangige Replikate und wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung
berechnet. Die statistische Analyse zur Bestimmung signifikanter Genexpressionsunter-
schiede erfolgte durch den gepaarten zweiseitigen t-Test. Die Starke 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 Fahigkeit, nach mehrwochiger Kultur einen 100% konfluenten und langlebigen Zellrasen
zu bilden, konnte zunachst flir 45 der 49 untersuchten HROC-Zelllinien nachgewiesen wer-
den. In weiteren vier Zelllinien bildeten sich im zeitlichen Verlauf Lécher in der Epithelbarriere
(siehe Abbildung 8) und eine Linie war durch die Ubermafige Bildung domartiger Strukturen
gekennzeichnet. Ein starker Abpelleffekt konnte in zwei Zelllinien beobachtet werden, drei
weitere Linien waren aufgrund morphologischer Eigenschaften fir die Anwendung des
wound healing assay ungeeignet. Ein kulturzeitabhangiger Verlust der Barriereintegritat so-
wie eine geringe Proliferationsrate (> 72 h) wurde jeweils in einer Zelllinie festgestellt. Fur
das direkt Patienten-abgeleitete und Patienten-abgeleitete Xenograft-Zelllinienpaar
HROC383 und HROC383 TO M2 wurde die Linie HROC383 aufgrund verbesserter Perfor-
mance in das finale Panel aufgenommen. Somit erfullten 32 der 49 untersuchten HROC-
Zelllinien die initialen Anforderungen an humane intestinale in vitro Modelle und wurden in

weiterfuhrende Analysen eingeschlossen.

Abbildung 8: Repréasentative 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 mehrwoéchiger
Kultur ungeeignete morphologische Charakteristika wie Koloniewachstum, eine léchrige Epithel-
schicht, eine UbermaRige Bildung domartiger Strukturen oder TEER-Werte < 300 Q-cm? auf. Balken =
100 um, Vergrofierung 10x.

Die weitere Untersuchung der Barriereintegritat erfolgte durch TEER-Messungen uber den

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

le TEER-Werte von = 300 Q-cm? bei langanhaltender Konfluenz (siehe Abbildung 9) und

wurden in das finale Zellpanel aufgenommen. Die ubrigen 22 Zelllinien genugten somit nicht

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

Exklusionsgriinde ungeeigneter HROC-Zelllinien sind in Tabelle 9 aufgeflhrt.

Abbildung 9: Lichtmikroskopische Aufnahmen von HROC-Zelllinien des finalen Zellpanels
nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz. (A) HROC32, (B) HROC43, (C) HROCG60, (D) HROC80
T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159 T2 M4, (G) HROC183 TO M2, (H) HROC217 T1 M2, (I)
HROC239 TO M1 und (J) HROC383. Balken = 100 ym, Vergroéferung 10x.

Tabelle 9: Bewertung der morphologischen Eigenschaften und Barriereintegritat fur fortfiih-
rende Analysen ungeeigneter HROC-Zelllinien. Die Zellen wurden in 6-Well-Zellkulturplatten und
24-Well-Zellkultureinsatzen kultiviert und hinsichtlich der morphologischen Eigenschaften und
Barriereintegritat untersucht. Die Messung des TEER erfolgte taglich Uber einen Zeitraum von 21 Ta-
gen, angegeben sind die jeweils erreichten Maxima (TEER4). Bis auf HROC383 TO M2 wurden alle
aufgefiihrten Zelllinien aufgrund ungeeigneter morphologischer Eigenschaften oder TEER-Werte <
300 Q-cm? von weiteren Versuchen ausgeschlossen. n.d.: nicht detektiert, TEER:
Transepithelialer/transendothelialer elektrischer Widerstand.

Zelllinie TEERma, Grund fiir Exklusion
(Q-cm?)
HROC18 <100
HROC24 < 300
HROC24 T1 M1 0 nicht langlebig, Lickenbildung
HROC39 < 300
HROC40 0 geringe Proliferation
HROC46 TO M1 n.d. Bildung domartiger Strukturen
HROC50 T1 M5 <2000 starker Abpelleffekt
HROC57 <100
HROCG69 <100
HROC87 TO M2 <100
HROC107 <100
HROC113 < 300
HROC131 TO M3 0 Koloniewachstum
HROC147 TO M1 0 Koloniewachstum
HROC147Met1 0 Koloniewachstum
HROC173 <1500 Lickenbildung
HROC212 <100
HROC222 T1 M2 <1000 nicht langlebig
HROC257 <100
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Zelllinie TEERma, Grund fiir Exklusion
(Q-cm?)
HROC252Tu2 T2 M2 <1000 nicht langlebig, Lickenbildung
HROC277 TO M1 <100
HROC277Met1 TO M2 <1000 wound healing assay nicht anwendbar
HROC277Met2 <200
HROC278 TO M1 0 Koloniewachstum
HROC278Met T2 M2 <100
HROC285 TO M2 <3000 starker Abpelleffekt
HROC296 <100
HROC300 T2 M1 <1500 wound healing assay nicht anwendbar
HROC300Met1 T3 M4 <2000 wound healing assay nicht anwendbar
HROC309 <100
HROC315 T1 M2 <200
HROC324 <100
HROC357 < 300
HROC370 <100
HROC374 < 300
HROC383 TO M2 <3000 HROC383 im Zellpanel enthalten
HROC415Met1 TO M4 < 300
HROC439 <2000 nicht langlebig, Lickenbildung
HHC6548 T1 M1 <200

4.2 Grundlegende zellulare 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 fir alle HROC-Zelllinien und
der Caco-2 (Abbildung 10, A). Hierbei war die Verdopplungszeit in zwei Zelllinien niedriger
(43,9 h fir HROC183 TO M2 und 44,5 h fir HROC126) als in Caco-2 (52,1 h). Mit der Caco-2
vergleichbare Verdopplungszeiten wurden in HROC239 TO M1 (50,9 h) und HROCS80 T1 M1
(52,4 h) festgestellt. HoOhere 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 Migrationsfahigkeit aller HROC-Zelllinien (Abbildung 10, B). Reprasentative Ab-
bildungen der Zellmigrationsraten von HROC-Zelllinien sind in Abbildung 11 dargestellt. Die
WundschlieSungszeiten der Zelllinien wiesen starke Unterschiede auf. Die hdchste Zellmig-
rationsrate im Vergleich zur Caco-2 (7,7 ym/h) wurde fir HROC60 (6,2 ym/h) festgestellt.
Mittlere Zellmigrationsraten (4,7 bis 4,4 ym/h) wurden fir HROC159 T2 M4, HROC383 und
HROC126 detektiert, wohingegen eine langsame Zellmigration in der Zelllinie HROC239 TO
M1 (0,7 um/h) beobachtet wurde.
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Abbildung 10: Zellproliferation und Zellmigration in HROC-Zelllinien und Caco-2. A) Ermittlung
der Zellproliferationsrate Gber 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 Uber den Zeitraum von 96 h. Dargestellt ist der Mittelwert + SD, n = 3.

Abbildung 11: Repréasentative 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 uym, VergréRerung 4x.

4.2.2 Immunphanotypisierung

Zur naheren Charakterisierung der HROC-Zelllinien hinsichtlich ihrer Oberflachenstruktur
und Funktion wurden diese extrazelluldar mit verschiedenen fluoreszenzmarkierten Antikor-
pern markiert. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Immunphanotypisierung sind in
Abbildung 12 dargestellt.

Insgesamt zeigten die Linien HROC383 und HROCG60 die héchsten Expressionslevel, in den
Linien HROC32 und HROC159 T2 M4 wurden die schwachsten Expressionslevel festge-
stellt. Innerhalb des HROC-Zellpanels wiesen die Linien HROC43 und HROC183 TO M2
vergleichbare Antigenprofile auf.

Der Lymphozyten-Marker CD58, das Zelladhasionsmolekil CD29 sowie der Epithelzell-
Marker CD326 war in allen Zelllinien erhdht 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 hochste Expression in HROC239 TO M1 (67 %) und war in HROC60 am schwachsten
exprimiert (1 %). Eine erhohte Expression des Zelladhasionsmolekils CD54 wurde in
HROC383 (79 %) und HROCG60 (67 %) festgestellt, die schwachste Expression wurde in
HROC239 TO M1 (4 %) und HROC159 T2 M4 (3 %) registriert. Auffallig war eine hdhere Ex-
pression des Granulozyten-Markers CD15 in HROC32 (55 %), HROC239 TO M1 (47 %),
HROC217 T1 M2 (36 %), HROC43 (33 %) und HROC183 TO M2 (27 %) mit schwacherer
Expression in den ubrigen Linien (£ 16 %). Markant war zudem eine erhdhte 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 schwachsten

exprimiert (< 6 %).
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Abbildung 12: Expression von Oberflaichenmarkern in den HROC-Zelllinien. Analyse von Ober-
flachenantigenen durch Durchflusszytometrie nach extrazellularer Farbung der Zellen. Heatmap zeigt
die Expression der einzelnen Marker als prozentualen Anteil positiver Zellen der jeweiligen Zellpopula-
tion als Mittelwerte, sortiert nach Starke 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 Chemosensitivitats-Assay durchgefihrt. Hierbei wurden
die Zellen mit den Wirkstoffen 5-FU, Capecitabin, Irinotecan und Oxaliplatin behandelt. Die
Ergebnisse der Zellviabilitat nach Zytostatika-Behandlung sind in Abbildung A1 dargestellt.
Die daraus ermittelten 1Cs, sind in Tabelle 10 aufgefuhrt.

Insgesamt zeigte sich bei allen Linien eine Verminderung der Zellviabilitat bei steigender
Konzentration der Wirkstoffe. Die ICso lagen im Bereich von 0,2 uyM bis 2,2 uM fir Oxaliplatin,
0,4 uM bis 6,3 uM fir Irinotecan, 1,3 uM bis 26,9 uM fir 5-FU und 9,1 uM bis 158,3 uM fir
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Capecitabin. Die ICs, flir Capecitabin bei HROC60 und Caco-2 konnten aufgrund zu hoher
Resistenzen nicht ermittelt werden. Fur Caco-2 wurde ein starkes Ansprechen auf 5-FU (1,7
uM) und Oxaliplatin (0,4 pM) festgestellt, wohingegen die Sensitivitdt gegenuber Irinotecan
(2,4 uM) reduziert war. Innerhalb der HROC-Zelllinien zeigte HROC32 die héchste Sensitivi-
tat und ein hohes Ansprechen auf die Chemotherapeutika selbst in geringsten Konzentratio-
nen (Zellviabilitat < 85 %). Fir HROC60 wurde hingegen eine starke Resistenz gegenuber 5-
FU (26,9 uM), Irinotecan (3,2 uM) und Oxaliplatin (2,2 uM) beobachtet. Ahnlich hohe Resis-
tenzen gegenuber Irinotecan (6,3 uM) und Oxaliplatin (1,6 pM) wurden fur HROC383 erfasst,
fur diese Linie konnte jedoch ein starkeres Ansprechen auf 5-FU (1,3 yM) und Capecitabin
(9,1 uM) festgestellt werden. HROC126 und HROC239 TO M1 reagierten sensitiv auf
Irinotecan (0,4 pM), fir HROC126 wurde dagegen eine hohere Sensitivitat gegenlber
Capecitabin (18,1 uM) und Oxaliplatin (0,5 uM) registriert. HROC80 T1 M1 und HROC239 TO
M1 zeigten ahnlich starke Resistenzen gegeniber 5-FU (4,2 pyM und 5,1 yM) und
Capecitabin (155,2 yM und 129,9 uM). Die hochste Sensitivitat gegenlber Oxaliplatin wurde
in HROC43 (0,2 uM) beobachtet, wohingegen eine erhdhte Resistenz gegenuiber Irinotecan
(1,6 uM) in dieser Linie vorlag. In den Linien HROC183 TO M2 und HROC217 T1 M2 wurde
insgesamt ein ahnliches Therapieansprechen beobachtet, welches zusammen mit der Linie

HROC43 am ehesten mit Caco-2 vergleichbar war.

Tabelle 10: Vergleich der IC5-Konzentrationen (uM) der Chemotherapeutika 5-FU, Capecitabin,
Irinotecan und Oxaliplatin in den HROC-Zelllinien und der Caco-2. Die Ermittlung der I1C5, (Mittel-
werte) erfolgte aus der Reduktion der Zellviabilitdt nach 144 h Inkubation, n = 2-3. n.d.: nicht detek-
tiert.

Zelllini IC50 (M)
elllinie 1 . - .
5-FU Capecitabin Irinotecan Oxaliplatin
HROC32 8,9 158,3 0,6 1,7
HROC43 3,5 35,2 1,6 0,2
HROCG60 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 TO M2 2,3 39,3 1,4 1,2
HROC217 T1 M2 2,1 71,1 1,1 0,9
HROC239 TO M1 51 129,9 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 Barriereintegritat

4.3.1 Einfluss der Kulturzeit auf die Integritat der epithelialen Barriere

Um den Einfluss der Kulturzeit auf die Integritat der epithelialen Barriere zu untersuchen,
erfolgten zunachst 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 starkste Anstieg des TEER wurde in HROCG60
gemessen (6 066 Q-cm? an d17), der geringste TEER wurde fiir HROC383 erfasst (812
Q-cm? an d15). In zusatzlichen Versuchen wurde fir HROC60 nach fiinfwdchiger Kultur ein
weiterer Anstieg des TEER auf bis zu > 11 500 Q-cm? beobachtet. Der TEER des Referenz-
modells Caco-2 erreichte sein Maximum an d16 (1 259 Q-cm?) und lag an d7 erstmals im
Bereich > 300 Q-cm? Ein &hnlicher Anstieg konnte zu diesem Zeitpunkt in den Linien
HROC32 (429 Q-cm?), HROC383 (365 Q-cm?) und HROC183 T0O M2 (301 Q-cm?) nachge-
wiesen werden. Ein im Vergleich deutlich schnellerer Anstieg des TEER wurde fur HROC60
(341 Q-cm?an d4) und HROC80 T1 M1 (578 Q-cm?an d5) beobachtet. Hingegen zeigten die
Linien HROC43 (565 Q-cm?an d12) und HROC159 T2 M4 (331 Q-cm?an d14) einen deutlich
langsameren Anstieg des TEER. In der Summe erreichten sieben der zehn HROC-Zelllinien

mit der Caco-2 vergleichbare oder hohere TEER-Werte.
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Abbildung 13: Ergebnisse der TEER-Messungen zur Untersuchung der Barriereintegritét in
HROC-Zelllinien und Caco-2. Die Zellen wurden in 24-Well-Zellkultureinsdtzen Uber einen Zeitraum
von 21 Tagen (d) kultiviert und der TEER taglich erfasst. A) Heatmap zeigt die Gesamtubersicht der
zeitabhangigen Anderung des TEER (Mittelwerte) in den HROC-Zelllinien und Caco-2, absteigend
sortiert nach den jeweiligen Maxima. B) Zeitabhéngige Anderung des TEER reprasentativ fiir HROC60
und HROC383 im direkten Vergleich zu Caco-2. Dargestellt ist der Mittelwert + SD, n = 3.

Zusatzlich zu den TEER-Messungen erfolgte die Untersuchung der parazellularen Permeabi-
litat. Die Ergebnisse zur Untersuchung der FD4-Permeabilitdt der HROC- und Caco-2-
Zelllayer sind in Abbildung 14 dargestellt.

Bei allen untersuchten Zelllinien konnte eine zeitabhangige Abnahme der parazellularen
Permeabilitat 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-Permeabilitdt beobachtet (5 % und 8 %) als in Caco-2 (29 %). Fur
HROC239 TO M1 und HROC126 wurde eine mit Caco-2 vergleichbare Abnahme des para-
zellularen Fluxes erfasst. Eine erhdhte Permeabilitdt konnte hingegen in HROC32 und
HROC43 durch Reduktion der FD4-Permeabilitat auf 11 % und 30 % an d14 beobachtet

werden.
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Abbildung 14: Ergebnisse des FD4-Permeabilitats-Assay zur Untersuchung der parazelluldren
Permeabilitat in HROC-Zelllinien und Caco-2. Die Zellen wurden in 24-Well-Zellkultureinsatzen tber
einen Zeitraum von 21 Tagen (d) kultiviert und die FD4-Permeabilitat an d3, d5, d7, d9, d14 und d21
nach Aussaat gemessen. A) Heatmap zeigt die Gesamtiibersicht der zeitabhangigen Anderung der
FD4-Permeabilitat in Prozent (Mittelwerte) in den HROC-Zelllinien und Caco-2. B) Zeitabhangige An-
derung der FD4-Permeabilitat reprasentativ fiir HROC60 und HROCS80 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

Fur die weitere Untersuchung der Barriereintegritat erfolgten zusatzliche Versuche flr den

Nachweis von TJ-Komplexen in konfluenten Zelllayern der HROC-Zelllinien und der Caco-2.

4.3.2.1 Immunfluoreszenzmikroskopische Visualisierung von ZO-1

Zunachst 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 ausgepragt war (Abbildung 15). Insgesamt wurde in den
Linien HROC43, HROC80 T1 M1, HROC159 T2 M4, HROC183 TO M2 und HROC217 T1
M2 durch die Anfarbung eine pflastersteinartige Morphologie deutlich, die mit Caco-2 ver-
gleichbar war. Darunter zeigte HROC43 die starksten Fluoreszenzsignale, in HROC159 T2
M4 konnte dagegen ein gleichmalig dichtes Expressionsmuster nachgewiesen werden. In
HROCG60 war ZO-1 insgesamt schwacher, an bestimmten Zell-Zell-Kontakten jedoch starker
exprimiert. Das ZO-1-Expressionsmuster in HROC32 war hingegen von dunnfadiger, spin-
nennetzartiger Struktur. Fur HROC126 wurde insgesamt die schwachste 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 (griin), die Zellkerne wurden mit
Hoechst blau angefarbt. Weille Pfeile markieren ZO-1 in weniger stark ausgepragten Expressions-
mustern. (A) HROC32, (B) HROC43, (C) HROCG60, (D) HROC80 T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159
T2 M4, (G) HROC183 TO M2, (H) HROC217 T1 M2, (I) HROC239 TO M1, (J) HROC383 und K) Caco-
2. Balken = 50 pym, Vergroéerung 60x. ZO-1: Zonula occludens-1.

4.3.2.2 Rasterelektronenmikroskopische Detektion von Tight Junctions

Die konfluenten Zelllayer wurden hinsichtlich der Auspragung von Zell-Zell-Kontakten auch
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Hierbei konnten besonders ausgepragte TJ-
Strukturen in HROC60, HROC159 T2 M4 und Caco-2 auf apikaler Seite der Zellmembran
detektiert werden. HROC60 und Caco-2 waren durch eine starkere Auspragung mit wallarti-
gen Strukturen charakterisiert, wahrend HROC159 T2 M4 blrstensaumartige 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 zehntagiger Konf-

luenz (d10) untersucht und mit der Expression in humanem Dunndarm verglichen. Im Ver-
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gleich zur Kontrollmessung zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Occludin-Expression nach
zehntagiger Konfluenz in den Linien HROC183 T0O M2 (0,6-fach auf 5,9-fach) und HROCG60
(0,7-fach auf 3,7-fach) (Abbildung 16). Ein geringerer Anstieg konnte in den Linien HROC239
TO 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. Auffallig war eine Uberexpression
von Occludin in Caco-2 (25-fach) nach zehntagiger Konfluenz gegenuber normalem Dunn-
darmgewebe. Eine Uberexpression konnte ebenso fiir 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 T0O M1 (2,9-fach) mit der Expression in normalem

Dinndarmgewebe vergleichbar.
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Caco-2
HROC183 TO M2

HROC80 T1 M1

Zelllinien

HROC239 TO M1

HROC217 T1 M2

HROC159 T2 M4

0 10 20
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zu humanem Dinndarm ! / i e S
Abbildung 16: Nachweis von TJ-Strukturen in den HROC-Zelllinien und Caco-2: Links: Genex-
pressionsanalyse von Occludin relativ zu humanem Dinndarm. Dargestellt ist die mRNA-Expression
des Transmembranproteins Occludin vor Erreichen der Konfluenz (CTRL) und nach zehntagiger Konf-
luenz (d10), absteigend sortiert nach Expressionsstarke 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 Veradnderung der Genexpression im
Vergleich zu humanem Dunndarm mithilfe der 2-AACt-Methode ermittelt. Die Expressionsstarke des
Dunndarms entspricht eins (gestrichelte Linie). Rechts: Reprasentative
rasterelekronenmikroskopische Aufnahmen von TJ in konfluenten HROC-Zelllayern und Caco-2 nach
Erreichen einer 100%igen Konfluenz. Erkennbar sind TJ-Strukturen (weil3e Pfeile) auf apikaler Zell-
membran in den Zelllinien (A und B) HROCG60, (C und D) HROC159 T2 M4 sowie (E und F) Caco-2.
Balken =2 ym (A, C und E) und 1 ym (B, D und F). 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. Hierfir wurde die Expression
von Markergenen, die spezifisch fir intestinale epitheliale Zelltypen sind, mittels
immunzytochemischer Farbung bestimmt.

Zunachst erfolgte der Nachweis des Proteins MUC2 als Marker fir differenzierte gastrointes-
tinale Becherzellen in konfluenten Zelllayern der HROC-Zelllinien und Caco-2 (Abbildung
17). Dabei wurden innerhalb des untersuchten Zellpanels Unterschiede deutlich. Die starkste
MUC2-Expression konnte in HROC43 nachgewiesen werden; eine auffallig homogene
cytoplasmatische Fluoreszenz und rinnsal-artige Uber die Zelloberflache verteilte Spuren.
Eine starke homogene MUC2-Expression konnte ebenso in HROC60 und HROC159 T2 M4
nachgewiesen werden. Diese wurde in HROC60 als perinukleare Grundfluoreszenz mit zum
Teil zahlreichen runden Fluoreszenz-Trépfchen sichtbar. Zusatzlich wurden Strukturen deut-
lich, die dem Zellkern einseitig anliegen. HROC159 T2 M4 zeigte hingegen ein leicht schwa-
cheres perinukledres, homogenes Fluoreszenzmuster mit auffallig angeordneten fein- bis
grobtropfigen Strukturen im Cytoplasma. In Caco-2 wurde ein gemischtes Muster mit Fluo-
reszenz der nukledren Peripherie als auch nuklearer Areale nachgewiesen. HROC32,
HROC80 T1 M1, HROC183 TO M2 und HROC217 T1 M2 zeigten eine schwache Farbung
des Cytoplasmas mit jedoch vereinzelt starker perinuklearer Fluoreszenz, die sich in
HROC32 und HROC217 T1 M2 als schweifartige Sekretspur darstellte. HROC126,
HROC239 TO M1 und HROC383 waren hingegen durch eine schwache perinukledre Fluo-
reszenz mit unspezifischen Mustern in HROC126 und HROC239 TO M1 gekennzeichnet.
Insgesamt konnten MUC2-sezernierende Becherzellen aufgrund charakteristischer Fluores-
zenzmuster in den Linien HROC32, HROC43, HROC60, HROC80 T1 M1, HROC159 T2 M4,
HROC183 TO 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 (weil3e Pfeile) auf der apikalen Zellmembran erfolgte durch direkte Immunfluoreszenz von
MUC2 (griin), die Zellkerne wurden mit Hoechst blau angefarbt. (A) HROC32, (B) HROC43, (C)
HROCG60, (D) HROC80 T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159 T2 M4, (G) HROC183 TO M2, (H)
HROC217 T1 M2, (I) HROC239 T0O M1, (J) HROC383 und K) Caco-2. Balken = 50 uym, VergréRerung
60x. MUC2: Mucin 2, PFA: Paraformaldehyd.

Fur den Nachweis der in den Krypten des Dinndarms 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 nuklearen und
perinukledaren Arealen charakterisiert war. In HROC60, HROC126 und HROC159 T2 M4
konnten homogene maRig starke, perinukleare Fluoreszenzmuster nachgewiesen werden,
das in HROCGO teilweise als feingranulare cytoplasmatische Fluoreszenz deutlich wurde. In
HROC80 T1 M1 und HROC217 T1 M2 zeigten sich perinukledre Fluoreszenzmuster mit
Strukturen, die dem Zellkern einseitig anliegen. Eine schwachere Grundfluoreszenz konnte
in HROC32, HROC183 T0O M2 und Caco-2 beobachtet werden. In diesen Linien wurden je-

doch zum Teil spezifische perinukleare Fluoreszenzmuster deutlich. HROC239 TO M1 wies
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eine schwache Intensitat mit grobtropfiger Fluoreszenz perinukledrer und nuklearer Areale
auf. HROC383 zeigte ebenso eine geringe Fluoreszenz, die sich als schwach ausgepragtes
perinukleares Muster darstellte.
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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 (griin) auf
der apikalen Zellmembran erfolgte durch direkte Immunfluoreszenz, die Zellkerne wurden mit Hoechst
blau angefarbt. WeilRe Pfeile verdeutlichen spezifische Fluoreszenzmuster. (A) HROC32, (B)
HROC43, (C) HROCG60, (D) HROC80 T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159 T2 M4, (G) HROC183 TO
M2, (H) HROC217 T1 M2, (I) HROC239 TO M1, (J) HROC383 und K) Caco-2. Balken = 50 ym, Ver-
grélRerung 60x. LYZ: Lysozym, PFA: Paraformaldehyd.

Im Anschluss erfolgte der Nachweis des Proteins CHGA als Marker flr enteroendokrine Zel-
len. Die immunzytochemische Farbung ergab ein spezifisches Fluoreszenzmuster in allen
Zelllinien, das durch eine unterschiedliche Anzahl mittelgroBer gleichmaRig Uber den Zell-
kern verteilter Granula charakterisiert war (Abbildung 19). In den Linien HROC43 und
HROC60 wurden insgesamt die starksten Fluoreszenzsignale gemessen. Dies zeichnete
sich in HROC43 durch starker fluoreszierende Granula in Arealen mit ausgepragter
perinuklearer und nuklearer Fluoreszenz aus. Auffallig war zudem eine cytoplasmatische

Fluoreszenz im Zellverband, die sich als sekretspurartiges Muster darstellte. HROCG0 zeigte
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hingegen ein homogeneres und starker perinukleares Fluoreszenzmuster, jedoch mit schwa-
cher fluoreszierenden Granula. In HROC183 TO M2 wurden perinukleére, in HROC217 T1
M2 mitunter auch nukledre Fluoreszenzmuster in Arealen mit verstarkt 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 perinukledre Fluoreszenz dar. Die Fluoreszenz in Caco-2 war von schwacher
Intensitat, es zeigten sich jedoch perinukledre Fluoreszenzmuster in Arealen mit verstarkt
fluoreszierenden Granula. HROC80 T1 M1 war ebenso durch eine schwache Fluoreszenzin-
tensitat gepragt, jedoch zeigten sich fluoreszierende Granula an einer hohen Anzahl von
Zellkernen. In HROC239 TO 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 sparlich fluoreszierenden

Granula sowie schwach perinukledrem Muster die geringste Fluoreszenzintensitat.

Insgesamt konnten enteroendokrine Zellen in HROC32, HROC43, HROC60, HROC126,
HROC183 TO M2, HROC217 T1 M2, HROC239 T0O 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 (weil3e Pfeile) auf der apikalen Zellmembran erfolgte durch direkte Immunflu-
oreszenz von CHGA (gruin), die Zellkerne wurden mit Hoechst blau angefarbt. (A) HROC32, (B)
HROC43, (C) HROCG60, (D) HROC80 T1 M1, (E) HROC126, (F) HROC159 T2 M4, (G) HROC183 TO
M2, (H) HROC217 T1 M2, (I) HROC239 T0O M1, (J) HROC383 und K) Caco-2. Balken = 50 ym, Ver-
gréRerung 60x. CHGA: Chromogranin A, PFA: Paraformaldehyd.

AbschlieRend wurden die konfluenten Zelllayer der HROC-Zelllinien und Caco-2 fur den
Nachweis hochprismatischer Epithelzellen und Oberflachendifferenzierungen 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 biischelartige Strukturen wurden in
den Zelllinien HROC183 TO M2 und HROC217 T1 M2 detektiert, die in manchen Arealen
besonders ausgepragt waren. Dabei war HROC217 T1 M2 durch eine auffallig langliche,
charakteristische Mikrovilli-Struktur gepragt. 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. Ahnlich kurze und dichte Strukturen konnten
auch in HROC32 und HROCA43 festgestellt werden, wobei das Epithel in HROC32 sparlicher
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mit Villi-Strukturen besetzt war. Markant waren korallenriffartige Strukturen in HROC126,
HROC217 T1 M2 und HROC239 TO M1, die unmittelbar an Areale mit charakteristischen
langfadigen Mikrovilli-Strukturen angrenzten. In HROC126 und HROC183 TO M2 waren
manche Areale zum Teil auch mit Wattwurmhaufen-ahnlichen Strukturen besetzt. Insgesamt
waren die Mikrovilli-Strukturen in HROC60 und HROC80 T1 M1 am ehesten mit Caco-2 ver-
gleichbar. HROC60 war durch ein auffallig gleichmafiges Verteilungsmuster gepragt, das
jedoch kurze mit Caco-2 vergleichbare Strukturen aufwies. Ein dhnliches Verteilungsmuster
zeigte sich in HROC80 T1 M1, zusatzlich wurden jedoch einzelne langfadige Strukturen in
dieser Linie nachgewiesen. HROC383 war insgesamt eher sparlich mit Mikrovilli-Strukturen

besetzt, zum Teil stellten sich diese jedoch von umliegenden Zellen abgrenzbar als dichte

drahtige Strukturen dar.

Abbildung 20: Repréasentative rasterelekronenmikroskopische Aufnahmen von Mikrovilli in den
HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz. Erkennbar sind Oberfla-
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 TO M2, (H) HROC217 T1 M2, (I) HROC239 TO M1,
(J) HROC383 und K) Caco-2 (schwarzer Rahmen). Balken =1 um.

Neben morphologischen Unterschieden der Mikrovilli-Strukturen gingen aus den REM-
Aufnahmen auch besonders auffallige heterogene Verteilungsmuster hervor. Reprasentative

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 ym und stark buschigem Mikrovilli-Besatz. Erkennbar waren
auch 4 uym grofde kreisrunde Areale ohne erkennbare Oberflachendifferenzierung sowie 5 um
groRe kreisrunde Flachen mit sparlichem stoppelartigem Mikrovilli-Besatz. Auffallig waren
zudem 8 um groRRe kreisrunde Areale mit gleichmafig punktformigem Mikrovilli-Besatz. Des
Weiteren wurden 50 um grofRe Areale ohne erkennbare Oberflachendifferenzierung nachge-
wiesen, die in ahnlicher Auspragung 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 ym ohne Mikrovilli-Besatz gepragt. Darunter zeigte sich eine auffallig zelt-
artige Struktur am Flachenrand in HROC217 T1 M2.

Abbildung 21: Reprasentative 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 sparliche Auspragungen des Mikrovil-
li-Besatzes in den Zelllinien (A) HROC32, (B) HROC43, (C) HROC126, (D) HROC183 TO M2 und (E)
HROC217 T1 M2 sowie korallenriffartige Strukturen in (F) HROC239 TO M1. Auffallige Areale mit
sparlichem Mikrovilli-Besatz sind durch weil3e Pfeile hervorgehoben. Balken = 2 uym.

4.5 Untersuchungen zum intestinalen First-Pass-Metabolismus

4.5.1 Bestimmung der basalen CYP3A4-Aktivitat

Um die Zellmodelle hinsichtlich ihrer Eigenschaft des First-Pass-Metabolismus zu untersu-
chen, erfolgte zunachst die Messung der basalen Aktivitat des Phase I-Enzyms CYP3A4. Die
CYP3A4-Aktivitatslevel in den HROC-Zelllinien und Caco-2 sind in Abbildung 22 dargestellt.

Die hochste basale CYP3A4-Aktivitat wurde in HROC32 gemessen (6,5-fach hoher als
Caco-2). Hohere Aktivitaten als in Caco-2 wurden zudem fur 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 TO M1 (0,7-fach)
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beobachtet. Niedrigere CYP3A4-Aktivitatslevel wurden flir HROC126 (0,6-fach), HROC80 T1
M1 (0,5-fach), HROC183 T0O M2 (0,2-fach) und HROCG0 (0,2-fach) festgestellt.
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HROC159 T2 M4
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HROC217 T1 M2
HROC383—
HROC239 TO M1
HROC126—
HROCS80 T1 M1
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Abbildung 22: Basale Level der CYP3A4-Aktivitat in den HROC-Zelllinien und Caco-2. Die Zellen
wurden in 96-Well-Zellkulturplatten ausgesat, bis zum Erreichen einer 100%igen Konfluenz kultiviert
und fir 24 h mit 0,1 % DMSO in DMEM/F12 (10 % FKS) inkubiert. Die CYP3A4-Aktivitdt 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 Rezeptorabhangige Induktion und Inhibition der CYP3A4-Aktivitat

Im weiteren Verlauf wurde der Einfluss von CYP3A4-Substraten auf die CYP3A4-Aktivitat
durch funktionelle Analysen untersucht. Zur Bestimmung der rezeptorabhangigen 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 hoéchsten Induktion der CYP3A4-
Aktivitat. So konnte in acht HROC-Zelllinien ein héheres Induktionspotential im Vergleich zur
Caco-2 festgestellt werden, von denen funf Linien statistisch signifikante Effekte aufwiesen.
Das hochste VDR-vermittelte Induktionspotential wurde fir HROC183 TO M2 erfasst (16,8-
fache Veranderung 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. Schwachere Induktionseffekte ohne statistische Signifikanz wurden in HROC239 TO 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 Verande-
rung der CYP3A4-Aktivitat fuhrte zu einer Induktion als auch zu einer Inhibition der metaboli-
schen CYP3A4-Aktivitat. Signifikante Induktionseffekte konnten dabei in HROC217 T1 M2,
HROC183 TO M2 und Caco-2 beobachtet werden. Das Induktionspotential lag dabei in
HROC217 T1 M2 (5,1-fach nach 48 h) und HROC183 TO M2 (2,2-fach nach 24 h) hoher 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. Auffallig war eine Herunterregulation der
CYP3A4-Aktivitatslevel in funf 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-Aktivitat bis zu 70 % in HROC239 TO M1 (nach 24 h),
HROC32 (nach 72 h) und HROC43 (nach 24 h und 72 h) beobachtet werden.

Die Behandlung mit Dexamethason fihrte im Vergleich zu Rifampicin und VD3 zu einer
schwacheren Induktion der CYP3A4-Aktivitat. Jedoch wurde in den Linien HROC183 T0O M2
(2,2-fach nach 72 h) und HROC217 T1 M2 (1,9-fach nach 48 h) ein héheres 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 fuhrte die Behandlung mit den CYP3A4-Substraten in den Linien HROC80 T1 M1,
HROC183 TO M2, HROC217 T1 M2 und Caco-2 einzig zu einer Induktion der CYP3A4-
Aktivitat. AusschlieRlich inhibitorische Effekte konnten hingegen in den Linien HROC43 und
HROCG60 beobachtet werden.
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Abbildung 23: Veranderung der CYP3A4-Aktivitat in den HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Be-
handlung mit CYP3A4-Substraten. Zur Untersuchung der rezeptorvermittelten CYP3A4-Induktion
und -inhibition wurden die Zellen fur 72 h mit 20 yM Rifampicin (A, B), 100 nM VD3 (C, D) und 100 pyM
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-Aktivitdt wurde nach 24
h, 48 h und 72 h Inkubation mithilfe des CYP3A4/Luciferin-IPA P450-Glo™ Assay ermittelt. A, C, E)
Relative Veranderung der CYP3A4-Aktivitat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (auf eins ge-
setzt), absteigend sortiert nach Induktionspotential. B, D, F) Veranderung der CYP3A4-Aktivitat, 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 Zusammenhange zwischen der PXR-, VDR- und GR-vermittelten Veranderung der
CYP3A4-Aktivitat in den HROC-Zelllinien und der Caco-2 zu untersuchen, wurde der Korre-
lationskoeffizient nach Spearman berechnet. Dabei wurde festgestellt, dass die relative Ver-
anderung der CYP3A4-Aktivitdt nach Behandlung mit Rifampicin, VD3 und Dexamethason
zueinander korrelierte (Abbildung 24). Die starkste Korrelation wurde zwischen der PXR- und
GR-vermittelten Veranderung der CYP3A4-Aktivitat festgestellt (r = 0,93, p = 0,001). Eine
starke Korrelation konnte ebenso fir die VDR- und GR-vermittelte Veradnderung der
CYP3A4-Aktivitat beobachtet werden (r = 0,78, p = 0,006). Die Korrelation zwischen PXR-
und VD3-vermittelter Veranderung der CYP3A4-Aktivitdt war hingegen maRig positiv (r =
0,62, p = 0,048).
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Abbildung 24: Spearman-Korrelation zwischen Verdnderungen der CYP3A4-Aktivitat in den
HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Behandlung mit spezifischen Substraten. Die Graphen zeigen
relative Veranderungen der CYP3A4-Aktivitat 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 nuklearer Rezeptoren

4.6.1 Genexpression von Transportern, Enzymen und nukledrer Rezeptoren im
Vergleich zu humanem Diinndarm

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die mRNA-Expressionslevel der intestinalen
Transporter SLCO2B1, SLC2A2, UGT1A6, ABCB1 und ABCGZ2 sowie der nukledren Rezep-
toren NR1/2 und NR1I/1 im Verlauf der Kulturzeit verandern. Die relative Veranderung der
Expressionslevel nach zehn Tagen postkonfluenter HROC-Zellen im Vergleich zu Caco-2
und humanem Dunndarm ist in Abbildung 25 dargestellt. Insgesamt zeigte sich ein
konfluenzabhangiger Anstieg der NR1/2-, NR1/1-, SLCO2B1-, SLC2A2-, UGT1A6- und
ABCB1 mRNA-Expression in HROC60, HROC80 T1 M1 und HROC183 TO M2, wobei fur
HROCG60 nur leichte Effekte beobachtet wurden. Mit Ausnahme der SLC2AZ2-Expression
konnte in HROC217 T1 M2 ebenso ein konfluenzabhangiger Anstieg verzeichnet werden.
Die relativen Genexpressionslevel von NR1/1 (1,1-fach), SLCO2B1 (0,8-fach) und ABCG2

(0,7-fach) waren in HROC217 T1 M2 nach zehntagiger Konfluenz am ehesten mit der Dunn-
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darmexpression zu vergleichen, wobei NR1/2 (5,2-fach), ABCB1 (3,6-fach) und UGT1A6
(1,6-fach) uberexprimiert vorlagen. In HROC43 waren geringere konfluenzabhangige Ex-
pressionsunterschiede zu verzeichnen, die Expressionslevel waren insgesamt jedoch mit
normalem Dunndarm vergleichbar. Nach zehntagiger Konfluenz zeigte sich in HROC43 zwar
eine dem Dunndarm ahnliche Expression von NR1/1 (0,5-fach), dennoch lagen NR1/1,
SLCO2B1, UGT1A6 und ABCG2 in der Kontrollgruppe hdher exprimiert vor, als im
postkonfluenten Stadium. ABCB1 (1,2-fach) war unter beiden Bedingungen unverandert ex-
primiert.

Die Expressionsprofile von HROC183 TO M2 und HROC80 T1 M1 zeigten auffallig ver-
gleichbare Muster. Diese waren beiderseits gekennzeichnet durch eine Uberexpression der
NR1I12 mRNA (73-fach und 52-fach) nach zehntagiger Postkonfluenz und wiesen mit Aus-
nahme von NR1/2 und ABCG2 Gemeinsamkeiten mit Caco-2 auf.

Deutliche Abweichungen von der Expression normalen Dinndarms zeigte die SLCO2B1-
Expression in Caco-2 (36-fach) sowie die NR1/1-Expression in HROC126 (30-fach) und
HROC183 TO M2 (10-fach) nach zehntagiger Konfluenz. Auffallig war zudem eine mangel-
hafte UGT1A6-Expression in HROC383, eine schwache UGT1A6-Expression konnte dage-
gen fur HROC60, HROC126 und HROC159 T2 M4 nachgewiesen werden. ABCG2 lag in
HROC183 TO M2 und HROC159 T2 M4 nach zehntagiger Postkonfluenz schwach exprimiert
vor, wahrend HROC32, HROC126 und Caco-2 einen Mangel an ABCG2 mRNA in beiden
Konfluenzbedingungen aufwiesen. Die insgesamt schwachsten konfluenzabhangigen Effekte
wurden in HROC60 und HROC383 beobachtet. In diesen Linien lagen die Genexpressions-

level deutlich unter denen des humanen Dinndarms.
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Abbildung 25: Genexpression klinisch relevanter Transporter und nukledrer Rezeptoren in Ab-
hangigkeit von der Kulturzeit in den HROC-Zelllinien und Caco-2 im Vergleich zu humanem
Dinndarm. 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 Veranderung der Genexpression im Vergleich zu Caco-2
(schwarzer Rahmen) und humanem Diinndarm mithilfe der 2°*“-Methode ermittelt. Das Genexpres-
sionslevel des humanen Diinndarms entspricht eins (rot). Dargestellt ist der Mittelwert, n = 2-3. ABC:
ATP-abhangige Efflux-Transporter, NR: nukledare Rezeptoren, SLC: Solute Carrier-Transporter, UGT:
UDP-Glucuronosyltransferase.

Die Bestimmung der Genexpression relevanter Transporter und nuklearer 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
prufen, wurde im Anschluss der Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Die Er-
gebnisse der Analyse sind in Abbildung 26 dargestellt. Hierbei zeigte sich, dass die relative
Veranderung der Genexpression einzelner, intestinaler Transporter und nuklearen Rezepto-
ren zueinander korrelierte. Die insgesamt starkste Korrelation wurde hierbei zwischen der
Expression von NR1/1 und SLC2A2 vor Erreichen der zehntagigen Konfluenz festgestellt (r =
0,86, p = 0,001). Eine starke Korrelation konnte in der Kontrollgruppe ebenso zwischen der
ABCB1- und NR1I/1-Expression (r = 0,75, p = 0,009) sowie zwischen der ABCB7- und
SLC2A2-Expression (r = 0,69, p = 0,021) verzeichnet werden. Eine héhere Zahl signifikanter
Korrelationen wurde hingegen nach zehntagiger Postkonfluenz beobachtet. Dabei zeigte
sich eine Korrelation von NR1/2 mit NR1/1 (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 NR1/2 (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 NR17/7- und SLC2A2-Expression (r = 0,63, p = 0,043)

festgestellt werden.
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Abbildung 26: Spearman-Korrelation zwischen der Veranderung der Genexpression in den
HROC-Zelllinien und Caco-2 in Abhangigkeit von der Kulturzeit im Vergleich zu humanem
Diunndarm. Die Graphen zeigen signifikante Korrelationen zwischen der relativen Veranderung der
Genexpression intestinaler Transporter und nuklearer Rezeptoren bei Erreichen der Konfluenz (A-C)
und nach zehntagiger Postkonfluenz (D-I) im Vergleich zu humanem Dinndarm. 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 zehntagiger 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) héhere 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
fur Caco-2 erfasst (0,1-fach).

Far OATP2B1, P-gp und BCRP konnte kein signifikanter Anstieg der Proteinexpression in
Abhangigkeit von der Kulturzeit festgestellt werden. So wurden in HROC60 und HROC383
im Vergleich zur Kontroligruppe héhere Proteinlevel fur OATP2B1 und P-gp, in HROC383
zusatzlich fir BCRP erfasst. Deutlich héhere Proteinlevel von OATP2B1 im Vergleich zum
Jejunum wurden in Caco-2 (9-fach) nach zehntagiger Postkonfluenz detektiert. Hohere
Messwerte konnten ebenso fir HROC80 T1 M1 (3-fach), HROC32 (1,9-fach) und HROC159
T2 M4 (1,8-fach) erfasst werden. In HROC43 (1,2-fach), HROC183 TO M2 (1,4-fach) und
HROC239 TO 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 TO M2 (1,9-fach) und HROC80 T1 M1 (1,8-fach) ho-
her vor, als in basalem Zustand. In den Linien HROC239 TO 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 zehntagiger Postkonfluenz zu verzeichnen.

Die hochste Proteinexpression fur BCRP wurde fir HROC43 (2,1-fach), HROC183 TO M2
(0,2-fach) und Caco-2 (0,2-fach) nach zehntagiger Postkonfluenz erfasst. In den Gbrigen Li-
nien konnte BCRP nicht detektiert werden. Jedoch zeigten HROC217 T1 M2 (0,5-fach),
HROC383 (0,5-fach) und HROC239 T0O M1 (0,2-fach) in der Kontrollgruppe eine hdhere Je-
junum-ahnliche BCRP-Proteinexpression.

Zusammenfassend wurden in HROC43, HROC183 T0O M2, HROC217 T1 M2 und HROC239
TO M1 hdéhere Proteinlevel fur PEPT1, OATP2B1, P-gp und BCRP detektiert als in Caco-2.

HROC43 zeigte hierbei die grolte Vergleichbarkeit der Transporter mit humanem Jejunum.
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Abbildung 27: Zeitabhdngige 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 Veranderung 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:  Flussigkeitschromatografie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie,  OATP2B1:
Organo-Anion-Transporter 1, PEPT1: Peptidtransporter 1, P-gp: Permeabilitatsglykoprotein.

4.7 Einfluss auf die Expression von Transportern, Enzymen und nukledren Rezep-

toren nach Behandlung mit Rifampicin und Vitamin D3

Im letzten Teil wurde die Veradnderung der Genexpression von Phase ll-lll-Enzymen
(SLCO2B1, UGT1A6, ABCB1 und ABCGZ2) und den Rezeptorgenen NR1/2 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 Variabilitat bei der Regulierung der mRNA als Folge der Arzneimittelreaktion festgestellt.
So fuhrte die Behandlung mit Rifampicin und VD3 sowohl zu induktiven als auch zu
inhibitorischen Effekten auf die mMRNA-Expression der untersuchten Phase IlI-1lI-Enzyme.

Im Vergleich zu Caco-2 wurden in sechs HROC-Zelllinien starkere Effekte auf die mRNA der
Efflux-Transporter ABCB1 und ABCG2 beobachtet. Dies zeigte sich zum einen durch eine
starkere Induktion der ABCB7 mRNA in sieben HROC-Zelllinien als in Caco-2 (1,4-fach nach
72 h) nach Behandlung mit VD3. Die starksten Effekte wurden hierbei fir HROC43 (6,5-fach
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nach 72 h) und HROCG60 (3,8-fach nach 72 h) nachgewiesen. Zum anderen fiihrte die Be-
handlung mit Rifampicin in finf HROC-Zelllinien zu einer héheren Induktion von ABCG2 im
Vergleich zu Caco-2 (1,4-fach nach 48 h). Darunter zeigten HROC32 (4,2-fach nach 72 h),
HROCA43 (3,3-fach nach 72 h) und HROCGO (3,2-fach nach 72 h) die starksten Effekte. Unter
VD3-Behandlung konnten zudem in HROC239 TO M1 (3,5-fach nach 24 h), HROC32 (2,3-
fach nach 48 h) und HROCG60 (2,2-fach nach 72 h) starkere Induktionseffekte als in Caco-2
(1,7-fach nach 48 h) festgestellt werden. Rifampicin und VD3 fuhrten insgesamt in HROC183
TO M2 und HROC217 T1 M2 zu starkeren induktiven Effekten sowohl auf die CYP3A4-
Aktivitat als auch auf die ABCB1-Expression im Vergleich zu Caco-2. HROCGE0 zeigte unter
VD3 mit Caco-2 vergleichbare Induktionseffekte auf die Expression von NR1/2 und UGT1AS6,
jedoch starkere Effekte auf ABCB1 (3,8-fach nach 72 h) und SLCOZ2B1 (3,9-fach nach 72 h).

Die insgesamt hochste Rifampicin-vermittelte Regulation sowohl auf die CYP3A4-Aktivitat
als auch auf die Transporter-Expression wurde in HROC43 festgestellt. So konnte eine
Herunterregulation fir SLCO2B1 und eine Hochregulation fir UGT1A6, ABCB1, ABCG2 und
NR1I2 beobachtet werden. Auffallig war eine Herunterregulation multipler Enzyme und
Transporter in den Linien HROC126 und HROC159 T2 M4. In HROC159 T2 M4 flihrte die
Behandlung mit Rifampicin sowohl zu einer Herunterregulation der CYP3A4-Aktivitat als
auch der Expression von UGT1A6 (0,2-fach nach 24 h), ABCB1 (0,8-fach nach 24, 48 und
72 h) und NR1/2 (0,5-fach nach 24 h). Hingegen war unter VD3 eine Hochregulation der
CYP3A4-Aktivitat, jedoch eine Herunterregulation der SLCO2B1-, UGT1A6-, ABCB1-,
ABCG2-, NR1I2- und NR1I/1-Expression zu verzeichnen. VD3 flhrte zu induktiven Effekten
auf die NR1/1-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 T0O M1 (2,1-fach nach 24 h), die
mit Caco-2 (3,2-fach nach 72 h) vergleichbar waren. Eine Induktion des Rezeptorgens NR1/2
durch VD3 konnte in HROC43 (3,9-fach nach 72 h), HROC239 T0O 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 NR1/1 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 fihrte Rifampicin in Caco-2 jedoch zu
einer starken Hochregulation der NR1/2-Expression (16,6-fach nach 48 h).
Zusammenfassend zeigten die Linien HROC43, HROC60, HROC80 T1 M1, HROC183 TO
M2 und HROC217 T1 M2 eine hdhere Anzahl signifikanter regulativer Effekte durch
Rifampicin und VD3 als Caco-2.
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Abbildung 28: Veridnderung der CYP3A4-Aktivitdt sowie Genexpression von Phase II-llI-
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 fir 72 h mit 20 yuM RIF und 100 nM VD3, die unbehandelten Kontrollen mit 0,1 % DMSO (RIF)
und 0,1 % Ethanol (VD3) behandelt. Nach der lIsolation der Gesamt-RNA erfolgte die mRNA-
Quantifizierung durch Real-time PCR. Alle Ct-Werte wurden auf GAPDH normalisiert und die relative
Veranderung der Genexpression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (entspricht eins) mithilfe
der 2*““Methode ermittelt. Fir einen verbesserten Vergleich wurden die Ergebnisse zur Verande-
rung der CYP3A4-Aktivitat zusatzlich mit aufgefiihrt. Dargestellt ist der Mittelwert, n = 2-3. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte durch den gepaarten zweiseitigen -Test (* p < 0.01, ** p < 0.005). ABC:
ATP-abhangige Efflux-Transporter, CYP: Cytochrom P450, NR: nukledre Rezeptoren, RIF: Rifampicin,
SLC: Solute Carrier-Transporter, UGT: UDP-Glucuronosyltransferase, VD3: 1,25-dihydroxyvitamin Dj.
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5 Diskussion

5.1 Hintergrund

Der Dunndarm stellt eine der wichtigsten Kontaktflachen zur Umwelt dar und ist an wichtigen
physiologischen Funktionen wie der Absorption von Nahrstoffen, 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
kostengiinstigen 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-gepriften
Medikamente zu oralen Arzneimitteln gezahlt (FDA 2018). Nachdem die Substanzen nach
oraler Einnahme den Magen passieren, werden sie aufgrund der hohen Resorptionsflache
und der erhdhten Permeabilitdt primar im Dinndarm resorbiert (Walton et al. 2016). Die orale
Bioverfugbarkeit vieler wasserloslicher und makromolekularer Arzneimittel wird jedoch durch
ungenldgende physikochemische Eigenschaften wie schlechter Léslichkeit oder geringer
Permeabilitat limitiert. Weitere Faktoren wie pH-Wert und schitzende aktive Enzymbarrieren
aus z.B. Mucinen kénnen zuséatzlich fur 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 Bioverfligbarkeit von weniger als 1 % (Zhu et
al. 2021). Noch immer scheitern daher 90 % neuartiger Medikamente in der Entwicklung
(Sun et al. 2022). Diese Hurden 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 Nahrstofftrans-
portvorgangen durch das Dinndarmepithel entwickelt (Wikman-Larhed und Artursson 1995;
Walter et al. 1996; Artursson et al. 2001). Die Caco-2-Zelllinie zahlt 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. Grundsatz-
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 parazellulare Permeabilitat
charakterisiert, wodurch aufgrund einer fehlenden Mucinschicht hoch diffusionsfahige kleine
Molekile zu den Mikrovilli vereinfacht zugefihrt 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 Dinndarm unterscheidet (Hilgendorf et al. 2007; Briick et al. 2017; Nakamura et
al. 2002; Taipalensuu et al. 2001). Um die Limitationen des Caco-2-Modells zu Uberwinden,
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 Ahnlichkeit 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 kostengunstig durchzufuhren 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; Nikoli¢ et al. 2006; Gandalovi¢ova et al. 2017). Die Wundheilung des Dinndarms
betragt flnf bis zehn ym/h und ist abhangig von der Proliferation, der Differenzierung an die
Wunde angrenzender IECs sowie regulativer Peptide wie Wachstumsfaktoren und Zytokine
(Heath 1996; lizuka und Konno 2011). In dieser Arbeit konnten durch Anwendung des wound
healing assay Migrationsraten im Bereich von 0,7 ym/h bis 7,7 ym/h ermittelt werden. Dies
zeigte innerhalb des untersuchten HROC-Zellpanels zunachst die Fahigkeit zur Zellmigrati-
on. Mit Zellmigrationsraten von 6,2 ym/h in HROC60 waren diese am ehesten mit Caco-2
(7,7 ym/h) und der intestinalen WundschlieSungszeit vergleichbar (Parker et al. 2017; Heath
1996). Die Migrationsraten der Ubrigen Linien liegen somit unter denen des Dinndarms in
vivo. Ein Vergleich zwischen den in vitro Daten und der in vivo Situation ist jedoch aufgrund
der gesteigerten Tumorigenitdt der Tumorzellen erschwert (Pastor et al. 2010). Ebenso
kénnten héhere Migrationsraten auf den Mutationsstatus oder Mikrosatelliteninstabilitat zu-
rickzufiihren sein, wodurch ein direkter Vergleich mit gesundem intestinalem Gewebe er-

schwert wird.

Zusatzlich zur Simulation epithelialer Wundheilung sollte die Nutzung der HROC-Zellmodelle
fur HTS gegeben sein. Aus diesem Grund wurden zusétzlich die Proliferationszeiten der Zell-
linien erfasst, um das Handling der Kulturen und die Anwendbarkeit fur HTS, beglnstigt
durch eine schnelle Proliferationszeit, zu gewahrleisten. 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 HROCG60 spiegelte sich nicht in der Wachstumsgeschwindig-
keit wider. Fir Caco-2 wurde in dieser Untersuchung eine Verdopplungszeit von 52,1 h be-
stimmt. Dies ist mit der fur Caco-2 bekannten Verdopplungszeit von 51,4 h vergleichbar. Im
Gegensatz dazu liegen die Verdopplungszeiten weiterer etablierter, haufig fir in vitro Versu-
che genutzter KRK-Zelllinien wie T-84 bei 33,9 h und flir HT-29 bei 36,9 h (Bazzocco et al.
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2015). Eine damit vergleichbare Verdopplungszeit wurde nur durch HROC183 TO M2 mit
einer Verdopplungszeit von 43,9 h erreicht. Ausgehend von den erhobenen Daten zu den
Proliferationszeiten konnte festgestellt werden, dass die Migrationsgeschwindigkeit nicht
zwangslaufig mit den ermittelten Verdopplungszeiten korreliert.

Die Phanotypisierung der Oberflachenstruktur in den HROC-Zelllinien ergab insgesamt eine
erhdhte Expression sowohl von B- und T-Zell-, als auch Adhasionsmarkern in den Linien
HROCG60 und HROC383. Auffallig war auch eine im Vergleich héhere 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 kénnte
daher als verstarkte Antwort auf Entziindungsmediatoren wie proinflammatorische Zytokine,
Hormone oder Zellstress zu deuten sein (Roebuck und Finnegan 1999). Auffallig war zudem
eine schwache, im Vergleich zu den Ubrigen Linien leicht erhéhte Expression von CD102 in
HROC43 und HROC60. CD102 ist fur die Vermittlung adhasiver Interaktionen fiir Antigen-
spezifische Immunabwehr, naturlicher Killerzell-vermittelter Abwehr oder Lymphozyten-
Rezirkulation relevant. Die Expression und Funktion in Tumorzellen ist bislang jedoch nicht
geklart (Sasaki et al. 2016b). Dennoch konnten diese Linien geeignete Modelle, insbesonde-
re zur Untersuchung der Regulierung des Lymphozyten-Wanderungsstroms durch die
Darmwand von Bedeutung sein (Pabst und Rothkétter 1991). Hierzu missten 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 zusatzlich durch eine zu CD326
korrelierende Expression des Adhasions- und Epithelmarkers CD29 belegt werden. Hinge-
gen wurde fur den Epithel- und Tumormarker CD66adecb ein insgesamt schwacheres und
heterogen verteiltes Expressionsmuster festgestellt. Besonders auffallig war eine schwache
Expression in HROCG60 (1 %) und HROC383 (12 %). Alle Linien des untersuchten Zellpanels
sind tumoralen Ursprungs und besitzen die Eigenschaft zum Erreichen einer 100%igen Konf-
luenz mit Fahigkeit zur Zellmigration. Die genaue Ursache fir die starken Expressionsunter-
schiede von CD66adecb kann daher in dieser Untersuchung nicht geklart werden. Zusatzlich
relevant fur 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 erhdhte CD15-Expression in HROC32 (55 %),
HROC239 TO M1 (47 %), HROC217 T1 M2 (36 %), HROC43 (33 %) und HROC183 TO M2
(27 %) kdnnte ein Hinweis auf Krypten-Stammzell-Eigenschaften dieser Linien sein. DarlUber
hinaus kénnte 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), kénnen jedoch auch als Indikator fir Metastasierung dienen. Eine Expression von
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CD44 kénnte 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 Oberflachenmarker CD58 wird als Kostimulator und Leukozyten-Funktionsantigen
beschrieben (Zhang et al. 2021). IECs besitzen innerhalb des Dinndarmepithels 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
kénnte auch dadurch zu erklaren sein, dass KRK-Zelllinien haufig CD58-positiv sind und eine
erhdhte Tumorigenitdt aufweisen. Zudem wurde gezeigt, dass eine erhdhte CD58-
Expression Uber Aktivierung des Wnt/B-catenin-Signalweges zur gesteigerten Selbsterneue-
rung von KRK-Zellen beitragt (Xu et al. 2015). Dies kdonnte im Hinblick auf die Bedeutung
des Wnt-Signalweges fir die Differenzierung in IECS in diesen Linien eine Rolle spielen
(Sansom et al. 2004). Dieser Aspekt liefert daher zunachst Anhaltspunkte, die weitere Unter-
suchungen dieser Linien auf funktioneller Ebene beispielsweise durch Verwendung von

Stammzellmarkern rechtfertigen.

Die umfangreiche Untersuchung zur Chemosensitivitat gegenliber den Kklinisch relevanten
Therapeutika 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin erbrachte deutliche Unterschiede innerhalb
der 23 untersuchten HROC-Zelllinien. So zeigte HROC32 eine auffallig hohe, HROCG60 hin-
gegen eine geringere Sensitivitdt gegentber den Therapeutika. Dies kdnnte zum einen durch
die unterschiedlichen Wirkungsmechanismen der Therapeutika begrindet werden. Zum an-
deren koénnten derartige Unterschiede u.a. durch Mutationen, veranderten Influx- oder
Effluxmechanismen, Verdopplungszeiten oder auch verzogertes Ansprechen beeinflusst
werden (Blondy et al. 2020; Wang et al. 2022).

5.3 Epitheliale Barriereintegritat

Die Integritat einer Epithelschicht kann in vitro durch verschiedene Techniken qualitativ und
quantitativ bewertet werden. Dazu zahlt die Visualisierung komplexer Proteinnetzwerke der
TJ mithilfe von Immunfluoreszenzfarbungen, die Messung der makromolekularen Permeabili-
tat durch Verwendung von FITC-Dextranen und die Bestimmung des TEER nach Kultivie-
rung der Zellen in semipermeablen Transwell-Membraneinsatzen (Srinivasan et al. 2015;

Rezaee und Georas 2014).

In dieser Untersuchung erfllliten 32 von 49 HROC-Zelllinien durch Nachweis epithelialer
Morphologie die Grundvoraussetzungen an intestinale Modelle. Die epitheliale
Barriereintegritat wurde zunachst durch TEER-Messungen quantitativ bestimmt. Diese Me-
thode gibt Auskunft Uber die Ausbildung eines dichten Netzwerkes aus TJ und konnte in

zahlreichen Studien in konfluenten Caco-2-Monolayern belegt werden (Lopez-Escalera und
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Wellejus 2022; Narai et al. 1997; Putt et al. 2017). Auf Grundlage der vielfach in unterschied-
lichen Untersuchungen erhobenen TEER-Werte fiur intestinale Gewebe und Zellmodelle
kann eine grundlegende Klassifizierung der TEER-Werte in drei Bereiche erfolgen. TEER-
Werte von 50 bis 100 Q-cm? deuten hierbei auf ein poréses Epithel hin, wohingegen Berei-
che von 300 bis 400 Q-cm?als mittelmaRig und Werte von etwa 2 000 Q-cm?als dicht gelten
(Amidon et al. 1999). Caco-2-Zellen bendtigen typischerweise 21 Tage Kulturzeit, um in ei-
nen dichten Monolayer zu differenzieren, der als Voraussetzung zur Durchfiihrung bidirektio-
naler Transportversuche gilt (Hubatsch et al. 2007). In Anlehnung an etablierte Standard-
Protokolle zur Durchfuhrung von TEER-Messungen bei Caco-2, erfolgten die TEER-
Messungen in den HROC-Zelllinien ebenso uber 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 Uberschrit-
ten hierbei die Grenze von 300 Q-cm? und kdnnen somit als Nachweis fiir die Bildung einer
funktionellen Barriere mit gut ausgebildeten TJ gedeutet werden (Srinivasan et al. 2015;
Ghaffarian und Muro 2013).

In dieser Untersuchung wurden fir Caco-2 in Transwell-Zellkultureinsatzen TEER-Werte von
419 bis 1 259 Q-cm? ermittelt. In weiteren Studien werden TEER-Werte fiir Caco-2 im Be-
reich von 150 bis 400 Q-cm? sowie 1 400 bis 2 400 Q-cm? angegeben (Srinivasan et al.
2015; Hilgendorf et al. 2000). Die fiir Caco-2 erhobenen Daten liegen somit innerhalb des
Bereiches der fur Caco-2 bekannten TEER. Eine direkte Zuordnung entsprechend der Klas-
sifizierung der TEER-Werte wird aufgrund fehlender Ubereinstimmung zu anderen Studien
jedoch erschwert. In dieser Arbeit wird daher ein TEER von 1 200 Q-cm?in Anlehnung an
den fur Caco-2 erhobenen Maximalwert als Indiz fur die Ausbildung eines dichten
Monolayers angesehen. Die Abweichungen der TEER-Werte kdnnten auf die Nutzung unter-
schiedlicher Messgerate, Zellkultureinsatze, der Passage der Zellen oder die hohe Tempera-
tursensitivitat dieser Methode zurickzufuhren sein (Srinivasan et al. 2015). Zusatzlich konnte
diese Varianz auch durch unterschiedliche Caco-2-Klone oder Zellkulturprotokolle zu erkla-
ren sein (Yee 1997). FUr Caco-2-Zellen wurde gezeigt, dass Veranderungen hinsichtlich des
Differenzierungsgrades und der TEER-Werte Passagen-abhangig auftreten kdénnen. So
konnten in Caco-2-Subklonen eine plattenepithelartigere Morphologie mit weniger stark aus-
gepragten 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 Zuséatze wie Hormone, Wachstumsfaktoren und weitere Metaboliten in vivo
regulative Effekte auf die Differenzierung in IECs ausuben und somit Einfluss auf den TEER
nehmen koénnen (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 erhéhten Per-

meabilitét in Caco-2 verifiziert werden (Gupta et al. 2013). Die zelllinienspezifischen TEER-
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Maxima lagen insgesamt in einem Bereich von 812 Q-cm? (HROC383 an d15) bis 6 066
Q-cm? (HROCB0 an d17). Hiervon lagen drei der Linien unterhalb der fiir Caco-2 erfassten
Maxima. Uberraschend war der exorbitant hohe TEER in HROCG60, der wahrend flnfwdchi-
ger Kultur auf einen Wert > 11 500 Q-cm? 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). Fur den menschlichen Dinndarm wird ein TEER
von 12 bis 120 Q-cm? angegeben (Amidon et al. 1999; Ayehunie et al. 2018; Collett et al.
1996). Dies konnte durch eine hohere Anzahl und Grofie von wassergeflllten Poren im
Dunndarmepithel zu erklaren sein (Artursson et al. 1993; Linnankoski et al. 2010). Insbeson-
dere die Prasenz Mucin-sezernierender Becherzellen konnte 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 kénnte daher durch eine geringe
Anzahl Mucin-sezernierender Becherzellen oder enteroendokriner Zellen zu erklaren sein.
So konnte in Untersuchungen durch Triple-Ko-Kultur mit Mucin-sezernierenden HT-29-Zellen
und der B-Lymphozyten-Zelllinie Raji B eine gesteigerte Permeabilitat der Caco-2-Monolayer
durch Erhéhung der Zelldiversitat erreicht werden (Antunes et al. 2013). Deutlich héhere
TEER-Werte in den HROC-Zelllayern im Vergleich zu humanem Dinndarm deuten somit auf
eine schwachere Porositat im Vergleich zu intestinalem Gewebe hin. Ein direkter Vergleich
zwischen den in menschlichem Dinndarmgewebe und konfluenten 2D-Zellkulturlayern erho-
benen TEER-Werten ist jedoch schwierig. Zum einen fehlen weitere zuverlassige Angaben
von TEER aus humanem Dinndarmgewebe 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 ausfuhrlichere Angaben zur Methodik bei der Erhebung der TEER-Werte aus huma-
nem Dunndarmgewebe. Aufgrund der erschwerten Vergleichbarkeit von TEER-Werten aus
unterschiedlichen Laboren wird die Bestimmung der parazelluldren Permeabilitat bestimmter
Substanzen als genauere Grundlage fur laboribergreifende Vergleiche angesehen (Yee
1997). Zusatzlich zur Erfassung des TEER erfolgte daher die Untersuchung der parazellula-
ren Permeabilitdt. Bei zunehmender Kulturzeit konnte hierbei eine mit Caco-2 vergleichbare
Abnahme der FITC-Dextran-Permeabilitdt beobachtet werden. Dies belegte zusatzlich zu
den TEER die Ausbildung von dichten TJ-Netzwerken. Die Ergebnisse zeigen jedoch eine
geringere Porositdt in den untersuchten HROC-Linien, die ausgehend von der Referenz

Caco-2 im Vergleich zum humanen Dunndarmepithel erhdht ist.

TJ sind in der Lage, durch Ausbildung einer epithelialen Barriere die parazellulare Diffusion
im Darmepithel zu beschranken (Anderson 2001). Nach der Aufnahme besonders hydrophi-

ler Arzneimittel konnen 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 parazellulare Permeabilitdt beeinflusst, sondern sind in weitere funktio-
nelle Gruppen eingeteilt. Somit sind sie Uber Signaltransduktion in weitere komplexe Vor-
gange 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 parazellularen 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 Dinndarm vergleichbare Genexpression von Occludin im
postkonfluenten Stadium aller untersuchten Zelllinien bekraftigt werden. Diese Ergebnisse
kénnen daher zusammenfassend als Nachweis fir die Ausbildung von TJ-Komplexen und

somit funktioneller Barriereeigenschaften gedeutet werden.

Die Organisation und Expressionsstarke der TJ-Proteine in den HROC-Zelllinien bildet somit
grundsatzlich eine solide Basis zur Untersuchung von Regulationsmechanismen parazellula-
rer Bewegung von lonen, Makromolekilen 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-Permeabilitat (Walter 2009). Daruber hinaus ist die Entwick-
lung und Anwendung effektiver TJ-Modulatoren zur Erhéhung des parazellularen Wirkstoff-

transportes und Selektivitat Gegenstand der Forschung (Deli 2009).

Insgesamt konnte ein konfluenzabhangiger Anstieg der Occludin-Expression in den Linien
HROC43, HROC60, HROC80 T1 M1, HROC183 TO M2, HROC239 TO M1 und Caco-2 beo-
bachtet werden. Dies konnte auf eine Ausreifung der TJ-Strukturen mit Zunahme der Kultur-
zeit hindeuten (Lopez-Escalera und Wellejus 2022). Unklar ist die erhdhte Occludin-
Expression in den Ubrigen Linien vor Erreichen der Konfluenz. Auffallig war die im Vergleich
zu humanem Dunndarm vielfach héhere Occludin-Expression in Caco-2 nach zehntagiger
Postkonfluenz, die sich deutlich von den Expressionslevel der HROC-Zelllinien abhob. Még-
liche Ursache flr die hohe Varianz der Occludin-Expression in den Zelllinien ist die Interakti-
on von Occludin mit einem Signaltransduktionsweg zur Regulierung von Uberlebensmecha-
nismen in Krebszellen. So wird Occludin als mdgliches Tumorsuppressorgen in verschiede-
nen Krebsarten vermutet (Osanai et al. 2006). In mehreren Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass eine Hochregulierung weiterer TJ-Molekile in Krebszellen zu induzierter Apop-
tose und Suppression von metastatischem Potential fihrt (Michl et al. 2003; Mima et al.
2005; Hoevel et al. 2004). Die in dieser Arbeit nachgewiesene Hochregulierung von Occludin

in Caco-2 konnte auf eine UbermaRige Ausbildung von TJ hindeuten, die wiederum zur be-
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kannt geringen Permeabilitdt dieses Modells im Vergleich zu humanem Dinndarm flhrt
(Amidon et al. 1999). Untersuchungen zur Occludin-Expression zeigten zwar, dass eine
Hochregulierung die Funktion von TJ-Barrieren beeinflussen kénnte (Balda et al. 2000), dies
konnte in weiteren Studien durch den Nachweis physiologisch und strukturell normaler TJ in
Occludin-Knockout-Mausen jedoch nicht bestéatigt 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 wirde
die innerhalb des untersuchten Panels auftretenden zelllinienspezifischen Unterschiede bei
der REM-Detektion von TJ-Strukturen, Visualisierung von ZO-1 als auch Expression von
Occludin erklaren. Die zur Bewertung der epithelialen Integritat herangezogenen Parameter
korrelierten somit nicht zwangslaufig untereinander. Zwischen der ZO-1-Expression konnte
kein Zusammenhang mit den korrespondierenden Daten zu TEER, FD4-Permeabilitdt 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 HROCG60 nicht durch ein signifikant
starkeres 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 fur HROC60 und HROC159 T2 M4 den
Nachweis stark ausgebildeter wallartiger TJ-Strukturen. Fur beide Linien kénnten diese Be-
obachtungen als Erganzung zu hohen TEER in HROC60 sowie einem gut verteilten ZO-1-
Expressionsmuster mit Dinndarm-ahnlicher Occludin-Expression in HROC159 T2 M4 die-
nen. Ebenso wurde in HROC159 T2 M4 ahnlich wie fur HROC383 ein geringerer TEER er-
fasst. Somit waren HROC159 T2 M4 und HROC383 im Vergleich physiologisch mit dem
Dinndarm vergleichbarer als die Ubrigen Linien. Fur alle Zelllinien gilt jedoch, dass sich be-
dingt durch zelllinienspezifische Proliferationsraten eine langere Kulturzeit méglicherweise
auf einen weiteren Anstieg des TEER ausgewirkt hatte (Liu et al. 2023a). Es bleibt also an-
zuzweifeln, ob es sich bei den erfassten TEER-Daten tatsachlich um die potentiell erreichba-
ren zelllinienspezifischen Maxima handelt.

Auffallig war der Nachweis erhéhter FD4-Permeabilitat in HROC32 und HROC43 an d14 (11
% und 30 %) trotz erhéhter TEER-Werte von 946 und 1 321 Q-cm? Insbesondere HROC43
zeigte eine erhohte Diskrepanz zwischen TEER und FD4-Permeabilitat. Bei einem ver-
gleichbaren TEER in Caco-2 konnte hingegen kein parazelluldrer Flux gemessen werden.
Dies kdnnte daher auf eine erhdhte Porositat des HROC43-Monolayers trotz Ausbildung ei-

ner dichten TJ-Barriere hinweisen. Damit hatte speziell HROC43 ein im Vergleich zu den
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Ubrigen Linien héheres Potential zur verbesserten Simulation der gastrointestinalen Physio-
logie. Die Bestimmung der parazelluldren Permeabilitat in dieser Untersuchung war jedoch in
einigen Punkten limitiert. Zum einen wurde der parazelluléare Flux ausschlieRlich durch Ver-
wendung von FITC-Dextran mit einem Molekulargewicht von 4 kDa durchgefuhrt. Um ver-
besserte Aussagen speziell zur Funktionalitdt der TJ zu treffen, waren zusatzlich Untersu-
chungen mit parazellularen Tracer unterschiedlicher MolekullgroRe notwendig. So fand bei-
spielsweise Lucifer Yellow bei der Untersuchung der parazelluldren Permeabilitdt vielfach
Verwendung (Hidalgo et al. 1989; Valdez et al. 2020).

5.4 Differenzierungsgrad

Der Dunndarm ist ein komplexes System, bestehend aus verschiedenen IECs wie Enterozy-
ten, Becher-, Paneth- und enteroendokrinen Zellen (Tillmann 2016). Innerhalb des intestina-
len Epithels zahlen die Enterozyten dabei zu dem vorherrschenden Zelltyp (Gehart und
Clevers 2019). Im lebenden Korper interagieren unterschiedliche Zelltypen durch Signale
benachbarter Zellen miteinander und sorgen so flr die biologische Funktion des Gewebes.
Die zellularen Phanotypen des Dunndarmepithels 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 héherem Differenzierungsgrad als Caco-2 ist flr eine vereinfachte Kultivie-
rung, einer verbesserten Darstellung der in vivo Situation und Beurteilung von ADME-
Parametern von grol’em 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. Hauptsachlich wurde bisher die Oberflachendifferenzierung
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 regular 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 Auspragung der TJ in Caco-2 als in
anderen Studien (Chen et al. 2015). Dies kdnnte durch die im Vergleich zu den Ublichen
Caco-2-Protokollen verklrzte Postkonfluenz von zehn Tagen zu erklaren sein, die somit

auch auf die Oberflachendifferenzierung in den HROC-Linien Einfluss nehmen kdnnte.

Zunachst wurden die Zelllinien hinsichtlich ihrer Differenzierbarkeit zu Enterozyten unter-
sucht. Enterozyten spielen eine entscheidende Rolle beim Verdauungsprozess durch Auf-

nahme von Wasser, Nahrstoffen, Vitaminen und unkonjugierten Gallensalzen. Weiterhin sind
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Enterozyten bei der Entwicklung einer immunologischen Toleranz gegeniber resorbierten
Proteinen beteiligt (Miron und Cristea 2012). Die Beurteilung der Enterozyten-Differenzierung
erfolgte anhand der Expression von OATP2B1 und NR1/2 sowie dem REM-Nachweis eines
intestinalen Burstensaumes. OATP2B1 ist in der apikalen Membran humaner Enterozyten
lokalisert (Chen et al. 2020). Daneben konnte eine erhdohte NR1/2-Expression bei héherer
Anzahl differenzierter IECs nachgewiesen werden (Ranhotra et al. 2016). Die quantitativen
Daten dieser Marker dienten somit der methodischen Validierung sowie als Indiz fur den
Nachweis von Enterozyten. Caco-2-Zellen differenzieren in Kultur hauptsachlich in Enterozy-
ten (Lea 2015). Dies kénnte die auch aus weiteren Studien bestéatigte Uberexpression von
OATP2B1 in Caco-2 im Vergleich zu jejunalem Gewebe erklaren (Brick et al. 2017; Seithel
et al. 2006; Englund et al. 2006). Die in dieser Arbeit fir Caco-2 rasterelektronenmikrosko-
pisch nachgewiesenen, charakteristischen Mikrovilli-Strukturen, zeigten zunachst morpholo-
gische Ahnlichkeit mit denen aus anderen Studien (Lea 2015; Chen et al. 2015). Grundsétz-
lich waren die in den HROC-Zelllinien nachgewiesenen Mikrovilli-Strukturen demnach min-
destens mit Caco-2 vergleichbar. Dies konnte dadurch belegt werden, dass die Hohe der Villi
von etwa 1 uym mit der Hoéhe der Mikrovilli auf apikaler Seite der Enterozyten im Dinndarm
mit 1 bis 3 um sehr ahnlich waren (Crawley et al. 2014). Die Strukturen der Mikrovilli im
menschlichen Dinndarm sind im Normalfall charakterisiert durch eine fingerformige Morpho-
logie. Innerhalb des Panels traten jedoch unterschiedlichste Auspragungen von Mikrovilli-
Formationen hervor. Im Vergleich unterschieden sich die eher kurzen, drahtigen Mikrovilli-
Strukturen in Caco-2 signifikant von denen in HROC183 TO M2 sowie HROC217 T1 M2.
Diese Linien zeigten bei REM-Visualisierung verbesserte morphologische Eigenschaften
hinsichtlich Dichte und Struktur der Villi, die subjektiv betrachtet eine hohere Ahnlichkeit mit
der Morphologie im Dinndarm aufwiesen (Crawley et al. 2014). Wenigstens fir HROC183
TO M2 wurde dies auch in einer mit dem Jejunum vergleichbaren OATP2B1-
Proteinexpression sowie Uberexpression von NR1/2 nach zehntégiger Postkonfluenz wider-
gespiegelt. Die hdchste Ahnlichkeit mit Dinndarm-spezifischen Leveln von OATP2B1 und
NR112 wurde jedoch fir HROC43 erfasst. Mit Abweichungen zur jejunalen Expression konn-
te OATP2B1 zudem in den Linien HROC32, HROC80 T1 M1, HROC159 T2 M4 und
HROC239 TO M1 detektiert werden. Obwohl sich auf REM-Ebene keine auffallig morphologi-
schen Unterschiede zeigten, kdnnte die OATP2B1-Proteinexpression in diesen Linien den-
noch auf die Ausbildung einer Enterozytenbarriere hindeuten. Schwachere Level in den Li-
nien HROC126 und HROC239 TO M1 kdnnten durch den rektalen Ursprung dieser Linien mit
abnehmender Mikrovilli-Dichte zu erklaren sein (Ouwehand und Vaughan 2006). Hingegen
deuten die in ihrer Dichte geringeren und im Vergleich drahtigeren Mikrovilli-Strukturen in
HROC60 und HROC383 auf eine schwachere Differenzierung in Enterozyten hin. Insbeson-

dere HROC60 war durch einen auferst homogenen Mikrovilli-Besatz ohne gréRere Unter-
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schiede in Bezug auf Dichte und Morphologie gepragt. Nicht detektierbare Proteinlevel von
OATP2B1 in HROCG60 sowie eine schwache Genexpression von NR1/2 in HROC383 kdnn-
ten diese Annahme moglicherwiese bestatigen. Die Linie T84 zeigt in Kultur strukturelle und
funktionelle Charakteristika kolonischer Zellen mit Ahnlichkeit zu HROCG60, die durch kurze
Mikrovilli und ausgepragte TJ charakterisiert sind (Liévin-Le Moal und Servin 2013). Dies
konnte in einer weiteren Studie durch einen hohen TEER von bis zu 4 000 Q-cm? in T84 be-
legt werden (Yamaura et al. 2016). Die hohe Ahnlichkeit von HROC60 mit T84 fiinrt wenigs-
tens fur diese Linie zu der Annahme, dass HROCG0 in deutlichem Ausmal in kolonische

Zellen differenziert.

Der Nachweis Mikrovilli-besetzter Zellen kann jedoch nicht zwangslaufig als Nachweis flr
ausdifferenzierte Enterozyten dienen. So sind viele Zellarten durch kurze einzelnstehende
Mikrovilli charakterisiert (Ulfig 2019). Fir Caco-2 konnte zudem eine passagenabhangige
Abnahme des Blrstensaumes nachgewiesen werden (Jahn et al. 2011). Insbesondere die
hohe Variation des Mikrovilli-Besatzes kann hierbei als Indiz fir schwach bzw. verschieden
differenzierte IECs gedeutet werden. Daher wurde die Morphologie des Mikrovilli-Besatzes in
Caco-2 als Referenz fur ausdifferenzierte Enterozyten genutzt. Mindestens kann die Detekti-
on eines Birstensaumes als Indiz flr polarisierte, resorbierende Epithelien dienen. Die Inter-
pretation der Mikrovilli-Strukturen in den HROC-Zelllinien wird zusatzlich dadurch erschwert,
dass unterschiedliche Kulturbedingungen oder Fluid-Zirkulation Einfluss auf die Auspragung
des Bulrstensaumes intestinaler Epithelzellen nehmen kénnen (Miura et al. 2015). Somit wird
ein direkter Vergleich zwischen den HROC-Linien und Caco-2 erschwert. Zudem liefern die
REM-Aufnahmen keine zuverlassigen quantitativen Daten, um die Differenzierung in Entero-

zyten adaquat zu beurteilen.

Fir 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 fur 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 konnte auf eine erhéhte Mucin-Sezernierung mit Bildung einer ausgereiften

Mucinschicht oberhalb der Epithelschicht hinweisen. Im Gegensatz dazu wurde in den Linien
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HROCG60 und HROC159 T2 M4 ein auffallig intrazellulares 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 konnte mitunter die Auspragung intrazellularer
Fluoreszenzmuster in den HROC-Zelllinien erklaren. Variationen in der MUC2-Expression
konnte zudem durch Expressionsschwankungen innerhalb KRK unterschiedlicher histologi-
scher Typen zu erklaren sein (Blank et al. 1994). Des Weiteren kdnnte 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 lleum sowie im Rektum am hochsten (Specian und Oliver 1991). Eine
geringe MUC2-Expression kénnte dagegen durch insgesamt schwach differenzierte KRK
bzw. rektale Adenokarzinome sowie durch fortgeschrittenes Tumorstadium in KRK zu erkla-
ren sein (Wang et al. 2017b). Aus den Ergebnissen zur phanotypischen Charakterisierung
der Oberflachenstruktur 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 erhdhte
Expression des Markers konnte demnach Hinweise auf die Auspragung einer Mucinschicht
liefern. Dies wirde insbesondere die im Vergleich hochste CD69-Expression in HROC43

erklaren, die mit den rinnsal-artigen MUC2-Fluoreszenzmustern im Einklang steht.

Paneth-Zellen sind im Dunndarm in den Krypten neben den Stammzellen lokalisiert und se-
zernieren antimikrobielle Substanzen wie LYZ (Porter et al. 2002). Ausgepragte Fluores-
zenzmuster konnten in den Linien HROC43, HROC60, HROC159 T2 M4 und HROC217 T1
M2 festgestellt werden. Diese Beobachtung kénnte auf die Existenz von Paneth-Zellen bei
chronischen Darmentzindungen, Adenomen und Karzinomen zurtickzuflihren 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 prasent, 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 auffalli-
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 kdnnte auf eine spezifische Farbung der LYZ-enthaltenen Vesikel
einer Paneth-Zelle hinweisen (Liévin-Le Moal und Servin 2013). Trotz erhéhter 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 Dinndarm und sezer-
nieren Hormone und Peptide fir die Aktivierung von Immunzellen (Moran et al. 2008;
Bohorquez et al. 2011). Ausgepragte CHGA-Fluoreszenzmuster wurden in den Linien
HROC43, HROC60, HROC159 T2 M4 und HROC239 T0O M1 festgestellt. Neben der Exis-
tenz enteroendokriner Zellen kénnte die hohe Expression in den HROC-Linien auch durch
die Anwesenheit CHGA-positiver Subtypen dieses Zelltyps erklart werden (Kim et al. 2001).
Die starke intrazellulare CHGA-Expression in HROC159 T2 M4 und HROC239 TO M1 kbénnte
dagegen auf die Rolle von CHGA in intrazellularer Kalziumhomdostase zurickzuflihren sein.
Jedoch unterliegt die Proteinbestimmung von CHGA durch Antikdrper noch immer Schwie-
rigkeiten aufgrund geringer Spezifitdt und Kreuzreaktivitat fur 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 Didnndarmgewebe sowie
Grélkenangaben ausgereifter IECs fehlen, kdnnen keine eindeutigen Aussagen zur Zuord-
nung auffalliger Areale zu bestimmten Zelltypen getroffen werden (Liévin-Le Moal und Servin
2013). Fur eine zuverlassige Beurteilung zur Differenzierung in weitere intestinale Zelltypen
waren zusatzliche adaquatere, quantitative Methoden notwendig. Jedoch ergab die REM-
Untersuchung Anzeichen fur Differenzierungen in weitere Zelltypen. So kdnnten 50 ym gro-
Re auffallige Areale ohne Mikrovilli-Besatz als Indiz fir 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 Zuganglichkeit fir den
Transport von Antigenen durch die Epithelbarriere verantwortlich, was schlieB3lich zur Stimu-
lierung des Immunsystems fuhrt (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 Ahnlichkeit mit sparlichen 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 HROCA43 ein hohes Potential zur Differenzierung in Enterozyten, Becher-
, Paneth- und enteroendokrinen Zellen und mdglicherweise auch M-Zellen aufweisen. Insbe-
sondere fir HROC43 konnte dies rasterelektronenmikroskopisch durch eine hohe Variation
in der Morphologie des Birstensaumes sowie durch spezifische Fluoreszenzmuster bekraf-
tigt werden. HROC183 TO M2 und HROC217 T1 M2 zeigten in Kultur ebenso ein erhdhtes
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 |ECs festgestellt werden. Schwache ZO-1-
Expressionsmuster in diesen Linien kdnnten in direktem Zusammenhang mit dem Differen-

zierungsgrad stehen und diese Annahme bestatigen (Sommers et al. 1994). Der Nachweis
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relevanter Marker-Proteine in einigen der HROC-Linien verdeutlichen jedoch, dass die nattir-
liche Zell-Diversitat des nativen Dlinndarmepithels auch in immortalisierten Zelllinien wider-

gespiegelt werden kann.

5.5 Vergleich der Expressionslevel mit humanem Dunndarm

Eine mit dem Dinndarm vergleichbare Expression von Enzymen, Transportern und nuklea-
ren Rezeptoren ist eine wichtige Voraussetzung fur die Verwendung von KRK-Zelllinien far
ADME-Untersuchungen. Dies setzt bei Caco-2-Zellen eine 21-tagige 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 verkir-
zen (Sevin et al. 2013; Peng et al. 2014; Kishimoto et al. 2014). Als unklar gilt jedoch, ob die
kirzeren Kultivierungszeiten Einfluss auf die Expression und Funktion von Enzymen, Trans-
portern oder nukledren Rezeptoren haben. Der Vergleich pra- und postkonflunter Expressi-
onslevel fuhrte zunachst zu der Erkenntnis, dass die Kultivierungsdauer signifikanten Ein-
fluss auf die Expression relevanter Gene und Proteine in den HROC-Zelllinien nimmt. Zu-
satzlich erbrachten Korrelationen zwischen der Genexpression ausgewahlter Transporter
und nuklearer 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 zehntagiger Postkonfluenz fur die Ausbildung einer
genetischen Funktionsvielfalt. Im Vergleich zu Caco-2-Protokollen waren die fur ADME-
Experimente notwendige Kultivierungszeit somit deutlich kiirzer.

Bislang erfolgten zahlreiche Untersuchungen zur Expression relevanter Enzyme und Trans-
porter in Caco-2 im Vergleich zum humanen Dinndarm. Hierbei konnte zwar gezeigt wer-
den, dass die Expression von Transportern in Caco-2 im Wesentlichen mit der in humanem
Dunndarmgewebe Ubereinstimmt, jedoch traten zum Teil deutliche Unterschiede hervor
(Hilgendorf et al. 2007; Taipalensuu et al. 2001; Englund et al. 2006; Seithel et al. 2006). Als
groRte Diskrepanz gilt hierbei eine deutlich héhere Expression von OATP2B1, die sowohl in
dieser Untersuchung, als auch in zwei weiteren Studien belegt werden konnte (Olander et al.
2016). Die in dieser Arbeit erhobenen Genexpressionsdaten fur SLCO2B71 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 fur
PEPT1 in Caco-2 wichen von den Beobachtungen einer weiteren Untersuchung ab (Brtck et
al. 2017).

PXR hat eine wichtige Funktion bei dem Schutz des Koérpers vor schadlichen Substanzen.
Aus diesem Grund liegt PXR im Dunndarm fur 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 NR1/2-Expression in Caco-2 deutlich unter der des Diinndarms
liegt (Negoro et al. 2016; Takahashi et al. 2022). Dies konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt
werden. Bis auf HROC383 wurde in allen HROC-Linien eine mindestens mit dem Dinndarm
vergleichbare NR1/2-Expression nach zehntagiger Postkonfluenz nachgewiesen. Unklar ist
die im Vergleich deutlich geringere NR17/2-Expression in HROC383. Des Weiteren hoben
sich die Expressionslevel in HROC80 T1 M1 und HROC183 TO M2 deutlich von der des
Dinndarms ab. Diese Unterschiede konnten durch die hohe Variabilitat in der NR17/2-
Expression in KRK zurlckzufuhren 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 konnte sich zusatzlich auf die NR1/2-
Expressionslevel in den HROC-Zelllinien auswirken. Die mit NR7/2 im postkonfluenten Sta-
dium der Zellen korrelierende NR1/1-Expression kdnnte ebenso ein Hinweis auf die Aktivie-
rung apoptotischer Prozesse sein (Yu et al. 2023). Geringe NR1/1-Expressionslevel wie in
postkonfluenten HROC383 deuten dagegen womdoglich auf eine erhdhte Tumorprogression
hin (Shi et al. 2020).

Aus den Analysen geht deutlich hervor, dass die Linien HROC43, HROC183 TO M2 und
HROC217 T1 M2 hinsichtlich ihrer Gen- als auch Proteinexpressionslevel innerhalb der
zehntagigen Postkonfkuenz eine hdhere Ahnlichkeit mit humanem Diinndarm 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 TO M2 und HROC217 T1 M2, vorrangig jedoch HROC43 als verbesserte

Zellmodelle zur Darstellung der in vivo Situation eignen.

Eine mégliche tumoral bedingte Uberexpression von P-gp und BCRP konnte fiir die HROC-
Linien und Caco-2 nicht bestatigt werden. Dies wirde sich begunstigend auf Versuche zur

Untersuchung von Efflux-Mechanismen in diesen Modellen auswirken.

Grundséatzlich geht aus den Ergebnissen hervor, dass sich die mRNA-Expression als auch
die Proteinlevel der ausgewahlten Transporter zwischen den untersuchten Zelllinien und
humanem Jejunum unterschieden. Obwohl Gemeinsamkeiten bestehen, lassen sich eindeu-
tige Ruckschlisse auf die tatsachliche 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 &hnlicher Weise in
Leberzellen bestatigt (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 nuklearen Rezeptoren

CYP3A4 liegt neben dem Dinndarm 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 veranderte Enzymfunktionen Unterschiede in der Fahigkeit, Arzneistoffe zu
metabolisieren (Rodriguez-Antona und Ingelman-Sundberg 2006). Die mitunter hohen Level
sowie die starken Unterschiede der basalen CYP3A4-Aktivitdt innerhalb des HROC-
Zellpanels kénnte durch zellspezifische Charakteristika in Bezug auf physiologische und
pathophysiologische Faktoren wie Hormonstatus, Geschlecht und Alter zu erklaren sein
(Klein und Zanger 2013). Bei der Untersuchung des First-Pass-Metabolismus oral verab-
reichter Medikamente fuhrt 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
erhdhen (van Breemen und Li 2005). Dadurch konnte die Bedeutung des Caco-2-Modells fir
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 hdhere basale CYP3A4-Aktivitat vor. Diese Linien waren 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
starkere 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 erhdhte
Permeabilitat (Yamaura et al. 2016). Im funktionellen Vergleich zeigten HROC183 TO M2
und HROC217 T1 M2 mindestens mit LS-180 vergleichbare CYP3A4-Induktionseffekte so-
wie deutlich héhere TEER-Werte mit geringerer parazellularer Permeabilitat. Aufgrund dieser
Eigenschaften waren diese Linien zur Vorhersage der Bioverflugbarkeit von PXR- und VDR-

Liganden bei stabilerem Erhalt der Barriereintegritat Gberlegen.

Die meisten Enzyme der CYPs sind bei Xenobiotikabelastung des Organismus zur Enzymin-
duktion fahig. Ausgeldst durch die verstarkte de novo Exprimierung von Enzymen wird die
Geschwindigkeit der Biotransformation erhdht, wodurch in der Folge die Konzentration des
Ausgangssubstrates abnimmt. Viele CYP-Induktoren sorgen zudem fir eine Ko-Induktion
von Phase [I-Enzymen wie den UGTs oder den Glutathion-S-Transferasen (Rushmore und
Kong 2002). Ferner wurden simultane Induktionseffekte zahlreicher Phase llI-Transporter
beobachtet. Eine derart koordinierte Aktivierung einer Biotransformations- und Transportkas-
kade fuhrt zu einer erhdhten Effizienz der Detoxifikation schadlicher Xenobiotika (Xu et al.

2005). Am deutlichsten waren Rifampicin-vermittelte regulative Effekte auf die CYP3A4-
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Aktivitat, SLCO2B1-, UGT1A6-, ABCB1-, ABCG2- und NR1/2-Genexpression in HROC43 zu
beobachten. Ahnliche, jedoch schwéchere Effekte konnten in HROC32 und HROCG60 beo-
bachtet werden. Die Modelle HROC183 TO M2 und HROC217 T1 M2 waren durch starke
Induktionseffekte auf die CYP3A4-Aktivitat als auch auf die ABCB1T mRNA-Expression ge-
kennzeichnet. Diese Ergebnisse weisen auf eine im Vergleich zu Caco-2 verstarkte 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 qilt als relevantes therapeutisches Ziel zahlreicher Vitamin D-Analoga (Choi et al.
2020). Dies lasst sich durch das hohe therapeutische Potential von VDR-Liganden zur Be-
handlung von Entziindungen, Osteoporose, Autoimmunerkrankungen und Krebs erklaren
(Takada und Makishima 2015). Neben Caco-2 zeigten HROC43 und HROC60 schwache
induktive Effekte auf NR1/1. Ferner deuten VDR-vermittelte Induktionseffekte auf SLCO2B1,
ABCB1 und NR1/2 in HROC43 und HROCG60 darauf hin, dass dieser Rezeptor aktiv in die-
sen Linien vorliegt. Somit waren diese Modelle als Erganzung zu Caco-2 fir die Bewertung

neuartiger VDR-Liganden innerhalb der Wirkstoffforschung von hohem Interesse.

In einigen HROC-Zelllinien, speziell in HROC43 und HROCG0 konnten simultane Inhibitions-
effekte der CYP3A4-Aktivitdt sowohl nach der Behandlung mit Rifampicin, VD3 als auch mit
Dexamethason beobachtet werden. Die genauen Ursachen flr derartige Effekte kénnen je-
doch nicht eindeutig geklart werden. Vergleichende inhibitorische Effekte fur NR1/2 wurden
in den KRK-Zelllinien LS180 und Caco-2 durch Rifampicin beobachtet (Pfrunder et al. 2003,
Kdgl 2018). Diese Beobachtungen widersprechen der logischen Konsequenz einer Induktion
durch Rifampicin. Mdgliche Ursachen dieser Expressionsanderungen bleiben jedoch unge-
klart, weil die exakten molekularbiologischen Signalwege der Induktions-Mechanismen noch
nicht bekannt sind. Es wird jedoch von einer hohen Komplexitat molekularbiologischer Sig-
nalwege ausgegangen. So konnte gezeigt werden, dass eine post-transkriptionelle Regulati-
on als auch eine Methylierung der Promotorregion von NR1/2 Einfluss auf die Expression
nehmen kénnen (Habano et al. 2011; Takagi et al. 2008). Im Gegensatz zur Induktion fuhrt
eine Hemmung der Enzymaktivitat zu einem verlangsamten Abbau der verabreichten
Pharmaka. Dies kann eine verlangerte pharmakologische Wirkung oder eine erhdhte Inzi-
denz arzneimittelinduzierter Toxizitdt 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 Mdglichkeit ausgeschlossen werden kann. Eine grof’e Anzahl klinisch bedeutender

Interaktionen, die auf der Inhibition von CYPs beruhen, kann zudem durch die geringe Sub-
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stratspezifitat dieser Enzyme erklart werden (Lin und Lu 1998). Unerwartet waren signifikan-
te Inhibitionseffekte auf die CYP3A4-Aktivitdt nach Behandlung mit Rifampicin, VD3 und
Dexamethason. Mdglicherweise konnten die Inhibitionseffekte in einigen HROC-Linien auch
aufgrund tumoraler Eigenschaften hervorgerufen werden. So ist bekannt, dass Entzin-
dungsprozesse, Infektionen oder Krebserkrankungen zu verdnderten pharmakokinetischen
Eigenschaften von Arzneimitteln fuhren, die in einer Herunterregulation metabolisierender
Enzyme resultieren (Slaviero et al. 2003).

Bisherige Untersuchungen zeigten verstarkte 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 kontrar zu den Beobachtungen dieser Arbeit. Zu-
dem wurden keine Veranderungen von NR17/2 durch Rifampicin und VD3 in Caco-2 be-
schrieben (Pfrunder et al. 2003). In dieser Arbeit konnte hingegen eine starke Rifampicin-
vermittelte NR1/2-Induktion in Caco-2 festgestellt werden. Durch ausbleibende Effekte auf
die ABCB1- und ABCGZ2-Expression durch Rifampicin kann eine direkte transkriptionelle Ak-
tivierung der Efflux-Transporter durch NR1/2 jedoch nicht bestatigt werden und bekraftigt die
Annahme, dass NR1/2 in Caco-2 inaktiv vorliegt (Pfrunder et al. 2003). Es wird daher vermu-
tet, dass eine CYP3A4-Induktion in Caco-2 nicht Uber den PXR, sondern Uber den VDR er-
folgt (Thummel et al. 2001; Schmiedlin-Ren et al. 2001). Daflr spricht auch der Nachweis
einer ABCG2-Induktion durch VD3, jedoch nicht durch Rifampicin (Yamaura et al. 2016). Im
Zusammenhang mit funktionellen Testungen waren die Linien HROC43, HROC60, HROC80
T1 M1, HROC183 TO M2 und HROC217 T1 M2 dem Caco-2-Modell womdglich Gberlegen,
indem diese sowohl durch Rifampicin als auch VD3 zu einer direkten transkriptionellen Akti-
vierung ausgewahlter Gene flhren.

Méogliche Ursachen fur diese zu anderen Studien kontraren Ergebnisse kénnten zum einen
durch die fur Caco-2 bekannt hohe Variabilitat von Expressionsdaten zu erklaren sein (Brick
et al. 2017). Zum anderen kénnte dies auf die in dieser Untersuchung durchgeflihrte Mes-
sung der CYP3A4-Aktivitat zurickzufuhren sein, die einen direkten Vergleich mit mRNA-
Daten erschwert. Auch die Verwendung unterschiedlicher Klone und somit der Einfluss pas-
sagenabhangiger Veranderungen der Genaktivitdt kdnnten zu unterschiedlichen Ergebnis-
sen fuhren. Zudem koénnte die verkirzte Kultivierungsdauer oder ebenso die Verwendung

unterschiedlicher Zellkulturmaterialien zu abweichenden Expressionsleveln fihren.

Daten zur arzneimittelinduzierten Expressionsanderung in vivo liegen bislang fir CYP3A4,
ABCB1, ABCG2 und NR1I2 vor. Bei der Untersuchung der Genexpression in Darmprazisi-
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 flhrten 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 TO 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-Aktivitat sowie
ABCB1 und NR1/12 mRNA in vivo-ahnliche Mechanismen. In einer weiteren Studie zur Unter-
suchung der Expressionsdnderung durch Rifampicin in Duodenum-Biopsien konnte fur
ABCB1 eine 3,5-fache Hochregulierung nachgewiesen werden, fir NR1/2 wurde hingegen
eine leichte Hochregulierung und fir ABCG2 keine signifikante Anderung beobachtet
(Brueck et al. 2019). Diese Effekte waren am ehesten mit der in HROC43 und HROC217 T1
M2 beobachteten Hochregulierung von ABCB17 und NR1/2 zu vergleichen.

5.7 Vor- und Nachteile sowie Anwendungsbereiche

Umstritten bleibt nach wie vor der kolonische Ursprung der HROC-Zellmodelle, der auch fir
Caco-2 nach wie vor kontrovers diskutiert wird. So ahneln KRK-Zelllinien in ihren strukturel-
len und funktionellen Eigenschaften eher Dickdarm-, als Dinndarmzellen. Hierauf deuten
starker ausgebildete TJ, hohere TEER-Werte sowie eine veranderte 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 Dinndarms 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 vollstandig abgebildet werden.
Uberraschend waren in diesem Zusammenhang die Ergebnisse zur Charakterisierung der
rektal-abstammenden Linien HROC126 und HROC239 TO M1. Beide Linien zeigten
konfluenzabhangige Effekte auf das Expressionsniveau. Insbesondere HROC239 TO M1
zeigte hierbei eine hohe Ahnlichkeit zu nativem Dinndarm- bzw. jejunalem Gewebe mit
schwachen regulativen Effekten auf die CYP3A4-Aktivitdt sowie ABCB7- und ABCG2-
Expression. DarUber hinaus war der Nachweis der SLCO2B17-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 TO M1

moglicherwiese ein geeignetes Modell zur Untersuchung rektaler Medikamentengabe dar.

Trotz ihres kolonischen Ursprunges spiegelten die HROC-Zelllinien zum Teil jedoch dinn-
darmspezifische Eigenschaften wider (Tabelle A2). Verbleibende jejunale Eigenschaften in

einer Untergruppe der untersuchten HROC-Linien kdnnte auf unterschiedliche Lokalisationen
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der korrespondierenden Primartumoren innerhalb des gastrointestinalen Traktes zurlickzu-

fihren sein.

Die Mucin-Schicht ist permanent luminalen Inhaltsstoffen ausgesetzt und spielt daher eine
grol’e Rolle bei der Regulierung para- und transzellular diffundierender Nahrstoffe, lonen
oder auch Arzneimitteln (van Eyken et al. 2014). Im Caco-2-Modell bleibt die Vorhersage
maoglicher Wechselwirkungen mit der Mucin-Schicht sowie der Einfluss auf die Absorption
und Verteilung von Arzneistoffen aufgrund fehlender Becherzellen bislang unbertcksichtigt.
Neben der Enterozytenmembran sollte die Mucin-Schicht zur Vorhersage der ADME-
Parameter jedoch als zusatzliche 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 Dunndarms 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 kdnnte 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 kostengtinsti-

ger.

Gegenwartig werden Substanzen bei der Entwicklung neuartiger Wirkstoffe zunachst mithilfe
2D-Zellkultur-basierter Methoden geprtift. Etablierte Zelllinien zeichnen sich zwar durch ein-
fache Handhabung und leicht durchfihrbare Expressionsanalysen aus, diese unterliegen
hingegen einigen Limitationen (Liu und Chen 2018). Als wichtigster Nachteil gilt das Wachs-
tum der Zellen auf einer flachen Oberflache, wodurch Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren
uneingeschrankt zur Verfigung stehen (Pampaloni et al. 2007). 2D-Zellkulturmodelle sind
somit auch in der Reflektion zellularer Heterogenitat, Zell-Zell-Kommunikation und Gewebe-
spezifischer Struktur stark eingeschrankt (Baker und Chen 2012). Bislang haben sich huma-
ne induzierte pluripotente Stammzell-abgeleitete Enterozyten-ahnliche Zellen als geeignete
Alternative zu gewdhnlichen 2D-Zellkulturmodellen wie Caco-2 bewahrt (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 veranderte 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 passagenabhangige Alteratio-
nen funktioneller Eigenschaften minimieren. Gleichzeitig bleiben die Charakteristika des Ori-

ginal-Tumors weitestgehend erhalten. Weiterer Vorteil der HROC-Modelle sind auf3erdem

93



Diskussion

Unterschiede im somatischen Mutationsprofil (Abbildung A2). Zusammen mit abweichenden
Charakteristika hinsichtlich Chemosensitivitat, Zelldifferenzierung, Expressionslevel und Re-
gulierungspotential soll die Charakterisierung des Panels auch darauf abzielen, Modelle zur
Prifung von Wirkstoffen flr zielgerichtete Therapien bereitzustellen. Die immortalisierten
HROC-Linien sind zudem durch eine schnelle Proliferationszeit und einfache Kultivierung
charakterisiert und bendtigen keine Medium-Zusatze, 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-Zellkultureinsatze und
Ussing-Kammern einen nennenswerten Beitrag fir die Darmforschung geleistet. Diese Mo-
delle haben in erheblichem Malie 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 far 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 Moéglichkeit,
zellulare biologische Prozesse zu untersuchen, wahrend 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 Primarzellen die Mehrheit der in vivo Eigenschaften, insbesondere in Be-
zug auf Genexpressionsmuster. Das ganzheitlich vorliegende Genom eignet sich zwar in
besonderem Mal3e fur personalisierte Therapien, die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse va-
riiert jedoch innerhalb der isolierten Zellen stark (Mitra et al. 2013). Bisher gelang die Primar-
kultur lebensfahiger differenzierter Enterozyten, die aus humanen fetalen Dinndarmzellen
generiert wurden. Die Kulturen sind allerdings durch eine verkirzte Uberlebenszeit von nur
wenigen Tagen in konventionellen Kultursystemen gegeniber herkdmmlichen Modellen be-

nachteiligt (Perreault und Beaulieu 1998).

Die neuesten Entwicklungen mikrophysiologischer Systeme zeigten grof3es Potential in ihrer
Anwendung und gelten mitunter als unverzichtbar bei der Darstellung physiologischer
Schlisselparameter im menschlichen Koérper. Die Entwicklung eines geschlossenen Sys-
tems mit integrierten ADME-Prozessen ware dabei fur die pharmazeutische Industrie von
zentraler Bedeutung (Ramadan et al. 2021). Von Modellen wie mikrofluidischen Systemen ist
jedoch bekannt, dass diese héhere TEER-Werte von 3 000 bis 4 000 Q*cm? aufzeigen, als
die unter statischen Bedingungen kultivierten Kontroll-Kulturen mit einem TEER von 700 bis
800 Q*cm? (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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Unabhangig davon sind diese Modelle geeignet, den Einflusses von Scherstress auf die
Barrierefunktion gastrointestinaler Gewebe zu untersuchen. In diesem Zusammenhang war-
de HROCG60 aufgrund hoher TEER-Werte und Langzeitkultur-Charakteristika ein geeignetes
Modell fur 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 dinndarmspezifischer
Eigenschaften in den HROC-Zelllinien angewendet. Ein direkter Vergleich mit nativem
Dinndarmgewebe war dabei nicht durchgehend mdoglich. Aufgrund methodischer Limitatio-
nen erfolgte die Untersuchung der CYP3A4-Aktivitat sowie deren Regulierung durch
Rifampicin, VD3 und Dexamethason ausschlieRlich im Vergleich zu Caco-2. Die exakten
Level der CYP3A4-Aktivitat in humanem Dinndarm sind unbekannt und waren in dieser Ar-
beit methodisch nicht ermittelbar. Zudem wurde in weiteren Untersuchungen zur Genexpres-
sionsanderung der Fokus ausschlieBlich auf regulative Effekte durch Rifampicin und VD3
gelegt. Diese Induktoren wurden auch in weiteren Untersuchungen fur pharmazeutische For-
schung mit Caco-2 verwendet (Yamashita et al. 2021; Pfrunder et al. 2003). Limitierend war
auch, dass die fur die HROC-Zelllinien erhobenen Gen- sowie Proteinexpressionsdaten mit
unterschiedlichem Referenzgewebe in Relation gesetzt wurden. Ein direkter Vergleich beider
Datensatze war somit nicht méglich. Ebenso konnte fir die durchflusszytometrischen, fluo-
reszenzmikroskopischen und REM-Analysen kein Diunndarmgewebe 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 Fluoreszenzintensitat und erschwerten somit eine valide Quantifizierung der Protein-
expression. Ahnliche Probleme bei der Fluoreszenzbildauswertung sind auch aus anderen
Arbeiten bekannt (Draheim 2009). GroRte Schwierigkeit waren vor allem heterogene Fluo-
reszenzmuster, welche die Messung der Fluoreszenzintensitat zuvor definierter Flachenan-
teile fur 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
Fluoreszenzintensitat und somit einer verzerrten Darstellung. Zudem fiihrten stark fluoreszie-
rende Artefakte durch automatische Anpassung an die Fluoreszenzintensitat oftmals zu
Schwierigkeiten bei der Erstellung von Aufnahmen. Dies fluhrte zu einer erschwerten Inter-
pretation der Fluoreszenzlokalisation und ldentifikation einzelner IECs. Fir die zukulnftige

Anwendung fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen ware eine Software zur Bildaus-
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wertung von Interesse, die beispielsweise neben der Quantifizierung der Fluoreszenzintensi-

tat ebenso die Anzahl der IECs pro Flachenanteil quantitativ bestimmt.

An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass die Durchfuhrung der REM-Analysen vorrangig
dem Nachweis von Mikrovilli auf apikaler Seite der Zellmembran diente. Mdglicherweise
spiegeln die Ergebnisse daher nicht das vollstandige Bild der linienspezifischen Zellland-
schaft ab. Weitere Untersuchungen zur gezielten REM-Detektion intestinaler epithelialer Zel-
len, insbesondere fir die Kandidaten-Zelllinien HROC43, HROC183 TO M2 und HROC217
T1 M2 waren von Interesse und wirden die Licken zu einer allumfassenden Charakterisie-

rung der Modelle schlie3en.

Zusatzlich sollte hervorgehoben werden, dass der Fokus dieser Arbeit auf der Untersuchung
der Zelllinien fur die Anwendung von pharmakologischen Fragestellungen lag. Daher wurden
weitere mogliche Anwendungsgebiete wie Nahrstoffabsorption sowie anschliellende funktio-
nelle Testungen von GLUT-2 nicht berlcksichtigt. Des Weiteren entspricht die Anzahl der fir
die Proteinbestimmung herangezogenen Transporter nicht der Anzahl der fir Expressions-
analysen verwendeten Gene. Auch wurde der Einfluss von Rifampicin und VD3 auf die je-
weiligen Proteine nicht analysiert. Grund dafur waren hohe Variationen bei der Proteinbe-
stimmung durch LC-MC/MS, die jedoch fur PEPT1, OATP2B1, P-gp und BCRP minimiert
waren. Méglicherweise kénnten unterschiedlich grol3e 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 fur die beschriebenen HROC-Zelllinien erganzende Un-
tersuchungen notwendig, um noch aussagekraftigere Ergebnisse zu erzielen. Hierzu waren
weitere experimentelle Untersuchungen zu Hydrolasen, Zell-Zell-Interaktionen, Darstellung
des Mikrobioms oder Validierungsuntersuchungen fir 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
Transportvorgange und der Notwendigkeit, ADME-Parameter im menschlichen Dinndarm
fur die praklinische Wirkstoffforschung prazise vorherzusagen, die Nachfrage nach geeigne-
ten in vitro Modellen. Die fur den Goldstandard Caco-2 ermittelten Limitationen verdeutli-
chen, dass die Ubertragbarkeit der Ergebnisse durch eingeschrankte Darstellung der in vivo
Situation jedoch nur schwer mdglich ist. Um zukinftig valide Vorhersagen fur ADME-
Parameter bei der Entwicklung neuartiger Arzneistoffe zu gewahrleisten, besteht die Not-
wendigkeit zur Etablierung neuartiger humaner in vitro Modelle mit verbesserten Eigenschaf-

ten. Noch immer ist das Fehlen einer immortalisierten Dinndarmzelllinie und die Verfigbar-
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keit frischer humaner Dinndarmzellen ein limitierender Faktor. Weitere in vitro Modelle wie
intestinale Stammzellen oder Organoidkulturen gelten als arbeitsaufwandig 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
Dinndarmepithel in vivo-ahnliche Morphologie. Daruber 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). Zusatzlich zur weiteren Charakterisierung und funktionellen Testung
konnten die Kultivierungsbedingungen der Zelllinien in Zukunft dahingehend angepasst wer-
den, um in vitro eine noch in vivo-ahnlichere 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 fir die
Anwendung in der praklinischen Wirkstoffforschung auch die Befolgung des 3R-Prinzips bei

der Durchfuhrung von Tierversuchen im Vordergrund.

Durch Kultivierung der Zellen in mikrofluidischen Systemen wie gut-on-a-chip-Modellen
kénnte zusatzlich eine Grundlage geschaffen werden, um die physiologisch komplexen Pro-
zesse entlang des Dunndarmepithels in vitro weitestgehend zu simulieren. Neben der Nut-
zung der Zelllinien fur die praklinische Wirkstoffanalytik konnten 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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Anhang

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: mannlich, n.d.: nicht detektiert,
NET: Neuroendokriner Tumor, spMSI: sporadische MSI, spSTD: sporadischer Standard, UICC: Union

international contre le cancer, w: weiblich.

.. Alter, N . Molekularer
Zelllinie Geschlecht Lokalisation Grading UICC Typ
HROC18 65, w Caecum G2 I spSTD
HROC24 98, m Ascendens G2 | spMSI

HROC24 T1 M1
HROC32 82, w Ascendens G2 \Y spSTD
HROC39 69, m Ascendens G3 IIB spSTD
HROC40 69, m Descendens G3 1A CIMP-L
HROC43 72, m Ascendens G3 B CIMP-L
HROC46 TO M1 66, m Ascendens G3 \Y% spSTD
HROC50 T1 M5 67, w Ascendens G2 I B spMSI
HROC57 43, m Ascendens G3 1\ NET
HROC60 71, m Ascendens G2 | CIMP-L
HROC69 62, m Ascendens G3 Il spSTD
HROC80 T1 M1 72, m Caecum G2 1A spSTD
HROC87 TO M2 76, w Ascendens G3 1A spMSI
HROC107 74, m Sigmoid G2 \Y2 spSTD
HROC113 41, w Ascendens G3 v LS
HROC126 58, w Rektum G2 B spSTD
HROC131 TO M3 75, w Ascendens G3 1A spMSI
HROC147 TO M1 54, m Rektosigmoid G3 \Y) CIMP-L
HROC147Met1 Lebermetastase CIMP-L
HROC159 T2 M4 78, w Caecum G2 1A spMSI
HROC173 45 m Ascendens G3 \Y] spSTD
HROC183 TO M2 59, w Ascendens G3 Ic CIMP-H
HROC212 74, w Caecum G3 \Y] spMSI
HROC217 T1 M2 73, m Ascendens G2 B spSTD
HROC222 T1 M2 79, m Transversum G2 Il spSTD
HROC239 TO M1 72, W Rektum G2 lnc spSTD
HROC252Tu2 T2 M2 45, m Sigmoid G3 Il LS
HROC257 84, w Ascendens G3 1 spMSI
HROC277 TO M1 77, m Caecum G2 \Y) spSTD
HROC277Met1 TO M2 Lebermetastase 1 spSTD
HROC277Met2 78, m Lebermetastase 2 spSTD
HROC278 TO M1 76, w Ascendens G4 \Y CIMP-H
HROC278Met T2 M2 Peritonealmetastase CIMP-H
HROC285 T0O M2 30, w Descendens G2 \Y) LS
HROC296 92, w Ascendens G2 INA spSTD
HROC300 T2 M1 73, m Rektum G2 1\ CIMP-H
HROC300Met1 T3 M4 Lebermetastase CIMP-H
HROC309 86, m Descendens G2 IIA spSTD
HROC315 T1 M2 42, w Descendens G3 1B LS
HROC324 55, w Caecum G3 B LS
HROC357 41, w Transversum G2 Il spSTD
HROC370 77, W Caecum G2 | spMSI
HROC374 65, m Sigmoid G3 11l n.d.
HROC383 83, w Transversum G3 INA spMSI
HROC383 TO M2
HROC415Met1 TO M4 33, m Peritonealmetastase G3 - LS
HROC439 74, m Transversum G2 - spSTD
HHC6548 T1 M1 26, m Ascendens G3 I c LS
Caco-2 72, m Kolon - - CIMP-L
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Abbildung A1: Zellviabilitdt in HROC-Zelllinien und Caco-2 nach Behandlung mit Zytostatika. 23
KRK-Zelllinien wurden nach 144 h Inkubation hinsichtlich ihrer Sensitivitat auf klinisch relevante Che-
motherapeutika zur Behandlung des KRK untersucht. Heatmap zeigt die Zellviabilitdt in Prozent nach
Behandlung mit A) 5-FU, B) Capecitabin, C) Irinotecan und D) Oxaliplatin. Dargestellt ist der Mittel-

wert, n = 2-3.
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Abbildung A2: Mutationsprofil des untersuchten HROC-Panels und der Caco-2 Zelllinie.
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Anhang

Tabelle A2: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir das HROC-Zellpanel. Zelllinienspezifische
Vorteile, Limitationen und Anwendungsbereiche zur Untersuchung von ADME.

Zelllinie Differenzie- Vorteile Limitationen ~ AAnWwendungs-
rungsgrad bereiche
PEPT1-, Fehlen von BCRP
OATP2B1- und auf Protein- und VDR ittelt
Becher-, Paneth- P-gp- mRNA-Ebene, F.'Vte';n' iy
und Proteinexpressi-  geringere GLUT- M tlrsb-llass-
HROC32 enteroendokrine on, hohe basale 2-Expression im z e”g.ﬁo ISmus,
Zellen, Mikrovilli- CYP3A4- Vergleich zum e IZerﬁnZZIﬁ_
Strukturen Aktivitat, starke Dinndarm, rlung, ke. ~£ell-
Efflux- kolonischer Ur- ”terﬁﬁtg”e”’
Mechanismen sprung
gut ausgebildete
TJ, hohe basale
CYP3A4- First-Pass-
wr . Aktivitat, Metabolismus,
hOhriif\it;vn\l/l;\:/gkelt PEPT1-, geringere GLUT- jejunale Per-
jejunalen Eigen- OATP2B1-, P- 2-Expression im meabilitat, Wirt-
19 9 gp-, und BCRP- pre Mikrobeninterakti
schaften, Becher-, . . Vergleich zum
HROC43 Proteinexpressi- > onen, Gewebe-
Paneth- und Dinndarm, .
; on, PXR-/VDR- . regeneration,
enteroendokrine X kolonischer Ur- . .
) - vermittelte Re- Zelldifferenzie-
Zellen, Mikrovilli- . sprung
Strukturen gulation der rung, ZQII-ZeII-
CYP3A4- Interaktionen,
Aktivitat und HTS
Transporter
mRNA
. schwacher Diffe-
gut ausgebildete .
renzierungsgrad,
ek G 12~ geringe basale
her TEER, stabi-  ~vp3ag aiiitat,
le Langzeitkul- .
Becher- und geringe mRNA-
- tur, PEPT1- . .
enteroendokrine Proteinexpressi- Expression von gut-on-a-chip,
HROC60 Zellen, Mikrovilli- on hohep\/DR— Transportern und Geweberegene-
Strukturen, LYZ- ve;‘mittelte Re- nukledren Rezep- ration, HTS
Expression . toren, limitierte
gulation von ,
Darstellung der in
Transportern . ——
.. vivo Situation,
VI, PR kolonischer Ur-
Rezeptoren
sprung
keine BCRP-
Proteinexpression,
schwacher Diffe-
gut ausgebildete renzierungsgrad
TJ, PXR-/VDR- (Fehlen von .
Becherzellen, vermittelte Re-  enteroendokrinen- First-Pass-
HROC80 T1 M1 Mikrovilli- . Metabolismus,
Strukturen gulation von und Panethzellen), HTS
CYP3A4 und schwaches PXR-
Transportern vermitteltes An-

Enteroendokrine
HROC126
Strukturen

Zellen, Mikrovilli-

VDR-vermittelte
Induktion der
CYP3A4-
Aktivitat
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sprechen,
kolonischer Ur-
sprung
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



Zelllinie

HROC159 T2 M4

HROC183 T0 M2

HROC217 T1 M2

HROC239 T0 M1

HROC383

Differenzie-
rungsgrad

Becherzellen,
LYZ-Expression,
Mikrovilli-
Strukturen

hohe Ahnlichkeit
mit in vivo
jejunalen Eigen-
schaften, Becher-
zellen und
enteroendokrine
Zellen, LYZ-
Expression,
Mikrovilli-
Strukturen

hohe Ahnlichkeit
mit in vivo
jejunalen Eigen-
schaften, Becher-
und
enteroendokrine
Zellen, LYZ-
Expression,
Mikrovilli-
Strukturen

hohe Ahnlichkeit
mit in vivo
jejunalen Eigen-
schaften,
enteroendokrine
Zellen, Mikrovilli-
Strukturen

Becherzellen und
Mikrovilli-
Strukturen

Vorteile

gute ausgebilde-
te TJ, hohe
basale CYP3A4-
Aktivitat, VDR-
vermittelte Re-
gulation der
CYP3A4-
Aktivitat
gut ausgebildete
TJ, VDR-
vermittelte In-
duktion der
CYP3A4-
Aktivitat, PXR-
/VDR- vermittel-
te Regulation
der CYP3A4-
Aktivitat und
ABCB1 mRNA

gut ausgebildete
TJ, PEPT1-,
OATP2B1-, P-
gp- und BCRP-,
Proteinexpressi-
on, PXR-/VDR-
vermittelte Re-
gulation der
CYP3A4-
Aktivitat und
ABCB1 mRNA

Proteinexpressi-

on von PEPT1,

OATP2B1, P-gp
und BCRP

Proteinexpressi-
on von PEPT1
und OATP2B1
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Limitationen

geringe Gen- und
Proteinexpression
multipler Trans-
porter, kolonischer
Ursprung

geringe basale
CYP3A4-Aktivitat,
kolonischer Ur-
sprung

geringere Protein-
expression von
OATP2B1, P-gp
und BCRP im
Vergleich zum
Jejunum,
kolonischer Ur-
sprung

NR1/2 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
schwacher Diffe-
renzierungsgrad,
schwaches PXR-
und VDR-
vermitteltes An-
sprechen, schwa-
che Expression
von OATP2B1,
keine Expression
von UGT1AS6,
kolonischer Ur-
sprung

Anhang

Anwendungs-
bereiche

First-Pass-
Metabolismus,
Geweberegene-
ration, HTS

PXR-vermittelter
First-Pass-

Metabolismus,
HTS

PXR-/VDR-
vermittelter First-
Pass-
Metabolismus,
HTS

rektale Medika-
mentengabe,
HTS

HTS
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