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HRP Horseradish Peroxidase, Meerrettich Peroxidase 

hPYY Humanes PYY 

IF Intrinsischer Faktor  

LDL Low Density Lipoprotein 

Mg Magnesium 

MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium 

NP Nanopartikel 

NTS Normal Tyrode Solution 

P/S Penizillin/Streptomycin 

PBS Phosphate Buffered Saline, Phosphatpuffer 

PC Polycarbonat 
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PET Polyethylenterephthalat 

PGA Polyglutamic acid 

PLA Poly(lactic acid) 

PLGA Poly(lactic-co-glycolic acid) 

PI Propidiumiodid 

PS Polystyrol 

PTFE Polytetrafluorethylen 

PYY Peptid YY (Y steht für Tyrosin) 

RBITC Rhodamin B Isothiocyanat 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

REM Rasterelektronenmikroskopie  

rPYY Raten PYY 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate, Natrium-Dodecyl-Sulfat 

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-Polyacrylamid Gelektrophorese 

TEER transepithelial electric resistance, Transepithelialer elektrischer Widerstand 

Tnsf Transferrin  

TMB Tetramethylbenzidin 

WGA Wheat Germ Agglutinin (Lektin) 
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Abstract   

Die orale Verabreichung der Medikamente dominiert in der gegenwärtigen Arzneimitteltherapie 

und wird hinsichtlich ihrer sicheren, effizienteren und leicht zugänglichen Form bevorzugt. 

Diese nicht-invasive Methode stellt auch bei der Applikation von Peptid-basierten Medikamen-

ten einen signifikanten Vorteil gegenüber anderen invasiven Einnahmewegen dar. Eine große 

Herausforderung bei der Entwicklung der Peptid-basierten Medikamente stellt die gastrointesti-

nale Barriere dar, da diese ein saures Milieu aufweist und dort enzymatische Abbauprozesse 

stattfinden. Um diese Hürden zu überwinden, werden Peptide in Polymere verpackt. In der vor-

liegenden Arbeit wurde das Polysaccharid Chitosan zum Transport des Sättigungshormons PYY 

verwendet wurde. Chitosan kann die Transzytose durch die gastrointestinale Barriere erhöhen 

sowie durch Aufquellen zum Sättigungsgefühl beitragen. Die Kombination von Chitosan mit 

PYY soll daher die Effizienz bei der Behandlung von adipösen Erkrankungen nach oraler Ap-

plikation erhöhen.  

Zur Untersuchung der medizinisch relevanten Substanzen wurde die Transzytose durch Epithel-

zellen des Intestinaltraktes mithilfe des Transwell® Systems analysiert. Die gastrointestinale 

Barriere simulierten hierbei Caco-2 Zellen, welche die Eigenschaften reifer Enterozyten aufwei-

sen und daher geeignet sind, transepitheliale Transportvorgänge zu untersuchen. Für weiterfüh-

rende ex vivo Analysen wurde das Ussing-Chamber System verwendet.           

Die Polystyrol Nanopartikel dienten zunächst als Modell für die Experimente. In der Arbeit 

wurde gezeigt, dass die als Modell verwendeten carboxyl- und amino-Polystyrol Nanopartikel 

erfolgreich durch die Epithelzellen transportiert wurden. Der Transport der anionisch-geladenen 

carboxylierten NP erfolgte 10-fach besser als der kationisch-geladenen aminierten NP. Da diese 

Ergebnisse für beide Untersuchungssysteme festgestellt wurden, zeigte dies, dass beide Model-

le, Transwell® Systems sowie Ussing-Chamber System, zur Bestimmung der Transzytoserate 

gut geeignet sind. Die carboxyl-funktionalisierten PS NP wurden mittels Makropinozytose in-

ternalisiert, während die amino-funktionalisierten PS NP vorwiegend die Caveolae-vermittelte 

Route nahmen. Diese Experimente verdeutlichten, dass die Oberflächenfunktionalisierung bei 

ähnlicher Partikelgröße eine wichtige Rolle für den Aufnahmeweg in die Zelle spielt. Des Wei-

teren wurde die Transportrate des freien Hormons PYY und des in Glycolchitosan eingekapsel-

ten PYYs analysiert. Hierbei wurde das Peptid erfolgreich durch die Caco-2 Zellschicht sowie 

durch das Duodenumgewebe transportiert und lag nach dem Transzytoseprozess in intakter 

Form vor. Bei der Suche nach der Möglichkeit, die Aufnahme und somit Transzytose durch die 

Epithelzellen zu verbessern, wurde das Vitamin B12 getestet. Der Einsatz von Vitamin B12 in 

Kombination mit intrinsischem Faktor zur Funktionalisierung der Glycolchitosan Nanopartikel 

zeigte im Transwell® System positive Resultate hinsichtlich des Transportes durch die Caco-2 

Zellen. Hierbei konnte ein deutlicher Anstieg der Transzytoserate detektiert werden.  



Abstract  II 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die ersten Schritte zur Entwicklung eines 

PYY-haltigen Medikamentes zur oralen Verabreichung bei der Behandlung der Adipositas er-

folgreich waren. 
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1. Einleitung  

1.1 Vorteile einer oralen Verabreichung der Medikamente 

Es sind viele Formen der Applikation von Medikamenten bekannt. Unter diesen werden die 

inhalative, intramuskuläre, perkutane, intravenöse, intranasale oder orale Gabe der Wirkstoffe 

sehr oft angewendet. Die orale Verabreichung der Peptide stellt die pharmazeutische Wissen-

schaft schon seit Langem vor einer großen Herausforderung. Bei der Suche nach einer Verbes-

serung der klassischen Aufnahme wurde eine große Zahl von neuen Therapieansätzen getestet. 

Bei der erfolgreichen oralen Verabreichung müssen zwei wichtige Aufgaben erfüllt werden: 

zum einen muss das Peptid vor dem Abbau im gastrointestinalen (GI) Trakt geschützt und zum 

anderen durch das intestinale Gewebe auf eine sichere und effiziente Art und Weise transpor-

tiert werden. Während des letzten Jahrzehnts gab es zahlreiche Ansätze basierend auf der che-

mischen Modifikation der Peptide und der Erhöhung der Durchlässigkeit der Epithelwand sowie 

des Einsatzes von Enzyminhibitoren und Transport (Drug-Delivery) Systemen [1].  

Seit der Entdeckung des Insulins 1922 werden Peptide und Proteine als Biopharmazeutika ver-

wendet, vor allem wegen ihrer hohen Aktivität, Spezifität und Wirksamkeit im Vergleich zu  

herkömmlichen Medikamenten [2, 3]. Es existieren bereits Peptid-basierte Medikamente zum 

therapeutischen Einsatz gegen Osteoporose (Calcitonin), Diabetes (Insulin) Prostatakrebs und 

Endometriose (Gonadotropin Freisetzungshormon) und Hypothyroidismus (Thyrotropin Frei-

setzungshormon) [4].  

Es wurden viele Ansätze getestet, um Peptide sicher an die Zielorte zu bringen. Dabei sind 

chemische Modifikationen von Peptiden, die Zugabe von Enzyminhibitoren, der Einsatz von 

adhäsiven Polymeren zur Erhöhung der Absorption, die Entwicklung von Trägersystemen sowie 

das Ausnutzen der mukoadhäsiven Polymersysteme von großer Bedeutung [5]. Es ist bekannt, 

dass der Peptidabbau durch Peptidasen ein wichtiger Prozess für die Produktion der bioaktiven 

Moleküle oder für ihre Inaktivierung ist. Dieser Vorgang stellt eine große Herausforderung bei 

der Verwendung der Peptide als Medikament dar. Oft ist der Zielort vom Applikationsursprung 

des Medikaments weit entfernt und das Peptid soll intakt und möglichst schnell seinen Wirkort 

erreichen. Dabei beinhaltet der Weg meist das Durchdringen mehrerer biologischer Barrieren, 

wie z.B. das saure Magenmilieu, die Darmschleimhaut oder apikale und basale Zellmembranen. 

Für die Aufnahme der di- und tri-Peptide sind die so genannten PEPT1 und PEPT2 Peptidtrans-

porter [6] und für die Translokation der Proteine sowie größerer Moleküle sind spezielle trans-

membran-liegende Transportproteine zuständig [7]. Unmodifizierte Peptide zirkulieren im Blut 

nur wenige Minuten aufgrund der dort herrschenden enzymatischen Abbauprozesse und besit-

zen deswegen nur eine schlechte biologische Verfügbarkeit im Gewebe und Organen. Dadurch 

wird die Effizienz der therapeutischen Wirkung eingeschränkt. Indem chemische Modifikatio-

nen an den Peptiden angebracht werden, kann die enzymatische Stabilität erhöht und auf diese 

http://www.linguee.com/german-english/translation/Hypothyroidismus.html
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Weise eine verbesserte Bioverfügbarkeit erreicht werden [8]. Eine weitere vielversprechende 

Möglichkeit, die Peptide vor dem Abbau zu schützen und biologische Hürden wie die gastroin-

testinale Barriere zu überwinden, ist das Design von Nanocarriern. Aufgrund ihrer Instabilität 

und zum Teil eingeschränkten Durchlässigkeit des Darms, können die meisten Peptide in der 

medizinischen Praxis leider nur parenteral, unter Umgehung des Verdauungstraktes, verabreicht 

werden. Diese Darreichung von Medikamenten hat viele Nachteile, wie zum Beispiel Schmer-

zen nach der Injektion sowie eine kurze  Halbwertszeit im Blutkreislauf, welche es notwendig 

macht, die Dosis zu erhöhen und die Applikation zu wiederholen. Außerdem wird über eine 

schlechte Patientenverträglichkeit berichtet und sterile Bedingungen müssen vorausgesetzt wer-

den. Dadurch entstehen hohe Betriebskosten, weshalb nach alternativen nicht-invasiven Mög-

lichkeiten der Verabreichung wie auf dem pulmonalen, nasalen, bukkalen, rektalen, okulären, 

vaginalen, transdermalen und insbesondere dem oralen Weg geforscht wird. Es ist bekannt, dass 

die orale Route die angenehmste Art der Medikamenteneinnahme darstellt [9]. Tatsächlich 

zeichnet sich die orale Verabreichung durch niedrige Kosten und die höchste Patienten-

Akzeptanz aus, was zu einem großen Fortschritt in der Peptid-Therapie führen würde [5]. Somit 

stellt die orale Verabreichung von therapeutisch relevanten Substanzen eine der bequemsten und 

komfortabelsten Routen dar, die die beste Verträglichkeit bei den Patienten zeigt.  

1.2 Die Gastrointestinale Barriere  

Trotz aller bisherigen Anstrengungen, bleibt die Entwicklung eines geeigneten Trägersystems 

zur oralen Verabreichung der Peptide eine Herausforderung. Aufgrund des restriktiven 

Charakters des gastrointestinalen Traktes, welcher auf den Abbau der Peptide spezialisiert ist, 

erschwert dies damit den Transport der Partikel durch die intestinale Mukosaschicht [10]. Es 

gibt Peptidasen, die vom Pankreas in das Darmlumen freigesetzt werden, sowie zelluläre 

Peptidasen der mukosalen Zellen, die ständig durch die Mikrovilli sezerniert werden. Die 

nächste wichtige enzymatische Barriere besteht aus dem Bürstensaum der Enterozytenmembran, 

der mindestens 15 Peptidasen enthält. Diese weisen eine breite Spezifität auf und sind in der 

Lage sowohl Proteine als auch Peptide abzubauen. Lysosomale Peptidasen stellen ebenfalls eine 

Barriere für die Endozytoseprozesse in die Epithelzellen dar. Obwohl der Colon als mögliches 

Ziel für die Peptidaufnahme in Betracht gezogen wird, deuten Ergebnisse darauf hin, dass das 

Lumen eine erhebliche Menge an Peptidaseaktivität aufgrund der Enzymproduktion durch 

Mikroorganismen aufweist [11]. Die extremen pH-Bedingungen und hohe enzymatische 

Aktivität im GI Trakt sind kritische Parameter, die zu einer Konformationsänderung, 

Inaktivierung sowie dem Abbau der oral verabreichten Peptide führen können. Diese Prozesse 

umfassen den hydrolytischen Proteinabbau und chemische Modifikationen aufgrund von 

Oxidation, Phosphorylierung oder Desamidierung [12]. Es ist bekannt, dass z.B. der 

Insulinabbau durch die Serinproteasen Trypsin, α-Chymotrypsin und Metalloproteasen 
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vermittelt wird [5], während das Sättigungshormon PYY durch Metalloendopeptidasen 

abgebaut wird [13].  

Im Bezug auf die physikalischen und biologischen Barrieren, stellt das erste und wohl das 

wichtigste Hindernis der Mukus der Darmschleimhaut dar. Fremde Partikel sowie Pathogene 

werden hier durch Adhäsionskräftte oder sterische Behinderung sehr effizient in der Mukosa 

zurückgehalten und anschließend mittels physiologischer Reinigungsmechanismen entfernt [1]. 

Schleimhäute sind Epithelien, die mit Mukus bedeckt sind, bestehen in der Regel aus mehreren 

Schichten, meist säulen- oder plattenartig geformter Zellen (z.B. Mund- und Nasenschleimhaut, 

Schleimhaut der Bronchien, der Cornea des Auges). Einschichtige Epithelien sind seltener und 

z. B. im Darm und im Alveolarbereich der Lunge zu finden. Das Vorliegen als ein Monolayer 

qualifiziert diese einschichtigen Epithelien besonders für die Absorption von Arzneistoffen. Die 

orale oder inhalative Darreichung von Arzneistoffen ist immer der primär gewünschte 

Applikationsweg für neue Wirkstoffe, da für den Erfolg einer Arzneimitteltherapie die 

Patientenverträglichkeit von entscheidender Bedeutung ist. Die orale Verabreichung ist für den 

Patienten wie beschrieben am angenehmsten und daher ein bedeutendes Gebiet der Forschung 

und Entwicklung. Oral applizierte Substanzen werden in der Regel über die Schleimhaut des 

Dünndarms absorbiert. Einschichtige Epithelien (Abbildung 1) weisen Enterozyten auf, welche 

die Mikrovilli auskleiden, und dazwischen liegende Goblet Zellen, die für die Muzin-

Produktion und somit Schleimbildung zuständig sind. Paneth Zellen sind hierbei Zellen, welche 

bestimmte Substanzen, wie Lysozyme, Peptidasen sowie Defensine in das Lumen des 

Dünndarm sezernieren und besitzen daher Funktionen beim Abbau der Nährstoffe bzw. bei der 

Abwehr gegen pathogene Mikroorganismen.    
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Epithelwand im Dünndarm. Enterozyten sind die Epithelzellen 

des Dünndarms, während die Goblet Zellen in einer viel niedrigeren Anzahl vorkommen und für die 

Schleimproduktion (Mukusschicht) zuständig sind. (Geändert nach [14])   

Nachdem die Arzneimittelmoleküle die Mukusschicht überwunden haben, müssen diese im 

nächsten Schritt die epitheliale Zellwand überqueren. Eine wichtige Eigenschaft der 

Enterozyten ist, dass diese eine apikale (mukosale) und basolaterale (serosale) Seite aufweisen 

und somit in der Lage sind einen gerichteten Transport zu betätigen. Dabei sind viele 

unterschiedliche Transportwege bekannt (Abbildung 2). Der Transport der Moleküle kann auf 

dem passiven transzellulären, passiven parazellulären Weg, sowie aktiv über eine Transporter-

vermittelte Route oder Transzytose geschehen [15].  

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der möglichen Transportwege, die die Arzneimittelmoleküle zur 

Überquerung der Epithelzellen benutzen können. (1) passiv-transzellulär, (2) passiv-parazellulär, (3) aktiv 

Transporter-vermittelter Weg, (4) Transzytose-Weg.  
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Die weitere Route führt die Substanzen zu zahlreichen Blutgefäßen, die der Verteilung im 

Körper dienen sowie zu den in großer Zahl vorhandenen Lymphgefäßen, die für die 

Immunabwehr verantwortlich sind.  

1.3 Follikel-assoziiertes Epithel und M-Zellen  

Eine weitere besondere Eigenschaft des Dünndarmepithels ist das Vorhandensein der Peyer-

schen Plaques. Die mukosale Oberfläche wird mit einer immensen Reihe fremder Antigene und 

Mikroorganismen exponiert, die von außen in das Darmlumen gelangt sind. Diese Antigene 

werden vom Lumen aus in Richtung organisierter Lymphoidfollikel, dem so genannten Follikel-

assoziierten Epithel (FAE), gebracht [16]. Das FAE ähnelt strukturell sehr dem normalen intes-

tinalen Epithel, bei dem die Hauptpopulation durch absorptive Enterozyten in Säulenform mit 

gut strukturiertem Bürstensaum ausgekleidet wird. Der Unterschied besteht im Phänotyp der 

Zellen, FAE enthält nur eine eingeschränkte Anzahl an Goblet Zellen und an endokrinen Zellen, 

was zu einer Verringerung der Mukusproduktion führt. Die Expression der im Bürstensaum 

integrierten Hydrolasen ist in FAE ebenfalls reduziert [17, 18]. Die lymphoiden Follikel enthal-

ten in der Regel eine Vielzahl von B-Zellen sowie eine kleine Population der follikulären dend-

ritischen Zellen und werden voneinander durch bestimmte Regionen aus T-Zellen und ineinan-

der greifenden dendritischen Zellen getrennt [19]. Darüber hinaus ist die Präsenz der M-Zellen 

(microfold cells) ein hervorstechendes Merkmal, welches eine zentrale Bedeutung bei der 

Überwachung des Immunsystems auf der mukosalen Fläche bezüglich der Erkennung und Auf-

nahme fremder Makromoleküle über den aktiven transepithelialen Transportweg, die Transzyto-

se, besitzt [20, 21].  

Zusammengefasst enthält FAE M-Zellen, die eine höhere Transzytoseaktivität aufweisen und in  

Verbindung mit dem lymphatischen Gewebe stehen. Es ist bekannt, dass die M-Zellen in ihrer 

Morphologie eine verminderte Expression von Verdauungsenzymen wie der Alkalischen Phos-

phatase im Vergleich zu den intestinalen Enterozyten aufweisen [22, 23]. Das unterschiedliche 

Expressionsmuster des Adhäsionsmoleküls α5β1 Integrin gehört ebenfalls zu einem besonderen 

Merkmal. Während in den M-Zellen α5β1 Integrin auf der apikalen Zelloberfläche zu finden ist, 

liegt dieses bei den Enterozyten auf der basalen Seite [24]. Die M-Zellen sind vor allem für die 

Aufnahme und Beseitigung der pathogenen Organismen zuständig und sind darauf spezialisiert, 

die Translokation von Mikroorganismen und von Antigenen aus dem intestinalen Lumen in 

Richtung basolateraler Epithelseite durchzuführen, wo diese den Makrophagen ausgeliefert 

werden [25, 26].  Dadurch erfüllen die M-Zellen eine wichtige Funktion bei der immunologi-

schen Abwehr. Es wurde herausgefunden, dass die Peyerschen Plaques vor allem im Jejunum 

und Ileum des Dünndarms zu finden sind [27]. Weitere Studien haben festgestellt, dass in der 

Regel nur etwa 10% der gesamten Enterozytenpopulation im Dünndarm die M-Zellen präsentie-

ren [28] und im Falle einer bakteriellen Infektion die Anzahl der M-Zellen sich erhöhen kann 



Einleitung 6 

 

[19, 29, 30]. Der Mechanismus der bakteriellen Internalisation in die M-Zellen ist weitgehend 

unbekannt. Die auf der apikalen Membran exprimierten Proteine und Oligosaccharide dienen 

vermutlich als adhärente Rezeptoren für Pathogene [31]. Aufgrund dieser Interaktion der M-

Zellen mit den Bakterien entstand die Idee die transzytotische Aktivität der M-Zellen für die 

effizientere Aufnahme der Arzneimittelmoleküle auf dem oralen Weg zu nutzen.             

1.4 Adipositas, PYY und therapeutische Ansätze   

Adipositas ist gekennzeichnet durch eine übermäßige Gewichtszunahme aufgrund einer Fettan-

sammlung im Körper. Diese kann in der Regel auftreten, wenn die Person mehr Energie in 

Form von Nahrung, als der Körper verbraucht, aufnimmt. In der Praxis erfolgt die Klassifikati-

on der Fettleibigkeit über den Body-Mass-Index (BMI), wobei der BMI als der Quotient aus 

Gewicht durch das Quadrat der Körpergröße definiert wird. Übergewicht wird diagnostiziert, 

sobald der BMI den Wert 25 bis 29,9 kg/m
2
 und Adipositas ab BMI ≥ 30 kg/m

2
 erreicht [32]. 

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) berichtet, dass im Jahr 2014 global gesehen etwa 39% 

der Weltbevölkerung ab dem 18. Lebensjahr ein Übergewicht und 13% Adipositas aufweisen. 

Es wurde nachgewiesen, dass die Gewichtszunahme in einem engen Zusammenhang mit vielen 

anderen Erkrankungen wie beispielsweise Diabetes Typ II, Hypertonie, hohe LDL Cholesterin- 

mit niedrigen HDL Cholesterin- Werten, koronare Herzkrankheiten, Schlaganfall, Leiden der 

Gallenblase, Osteoarthritis, Schlafapnoe sowie Atmungsprobleme und starke physiologische 

Einschränkungen auftritt [33, 34].    

Es gibt mehrere Ursachen, die zur Fettleibigkeit führen können. Oft spielt die Ernährungsweise, 

bei der zu viele Kalorien meistens in Form von fett- und zuckerhaltigen Produkten zugeführt 

werden in Kombination mit zu wenig körperlicher Aktivität eine bedeutende Rolle. Ebenso sind 

genetische und epigenetische sowie hormonelle Faktoren in die Kontrolle der Energiehomöosta-

se involviert [32]. Hierbei wurden bereits Gene, die an der Vererbung der Fettsucht beteiligt 

sind, identifiziert. Im Jahr 2008 sind bereits 14 monogenetische und 4 polygenetische Gene 

bekannt gewesen [35, 36]. Eine besondere Bedeutung wird den epigenetischen Faktoren zuge-

schrieben, welche aufgrund chemischer Veränderungen wie Methylierung sowie Acetylierung 

der DNA oder der Histone die Aktivität eines Gens beeinflussen, ohne dessen Sequenz zu ver-

ändern. Besonders anfällig ist der Organismus in der intrauterinen und der frühen postnatalen 

Phase. Eine ebenso wichtige Rolle spielt die mikrobiotische Besiedlung des Darms, dessen Ver-

änderungen im intestinalen Mikrobiom zu einer Änderung des menschlichen Stoffwechsels, der 

mit der Genexpression verbunden ist, führt. Es wurde beobachtet, dass es bei den Erwachsenen 

mit Adipositas zu einer Reduzierung der bakteriellen Diversität kommt [37].  

Die Kontrolle des Energiegleichgewichts unterliegt komplexen Vorgängen, bei denen das zent-

rale Nervensystem und die peripheren neurohormonellen Signale aus den Fettgewebszellen, wie 

Leptin, Adiponektin, TNF-Alpha oder Resistin im engen Kontakt stehen. Unter anderem sind 
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weitere Hormone bekannt: Ghrelin, Peptid YY (PYY), Glucagon-like-Peptid 1 (GLP-1), gastro-

intestinales Peptid (GIP) und Cholecystokinin, die aus dem gastrointestinalen Trakt freigesetzt 

werden, sind an der Interaktion und somit an der Regulation des Sättigungsgefühls beteiligt 

[38]. In dieser Arbeit wird näher auf das Peptid Tyrosin-Tyrosin (PYY) eingegangen, dessen 

Name aufgrund der an den beiden Enden des Peptides stehenden Tyrosine gegeben wurde. Das 

PYY ist ein enteroendokrines Hormon, das an der Pathogenese der Obesität bei Mensch und 

Nagetieren beteiligt ist [39, 40]. Es ist ein Mitglied der Familie der Neuropeptide Y und wird 

von den endokrinen L-Zellen des distalen gastrointestinalen Traktes (vor allem im Ileum) nach 

Einnahme einer Mahlzeit freigesetzt [39]. Es sind zwei endogene Formen des PYY vorhanden: 

PYY 1-36 und PYY 3-36, wobei das PYY 3-36 durch Abspaltung der beiden N-terminal lie-

genden Aminosäuren durch das Enzym Dipeptidylpeptidase IV entsteht. Dadurch wird das 

pharmakologisch aktivere Peptid synthetisiert, das in höherer Menge im Blut zu finden ist [41, 

42]. Das PYY 3-36 liegt als Hauptform bei Menschen vor und wird postprandial nach einer 

Mahlzeit produziert. Die Verteilung im Körper geschieht über den Blutkreislauf [43]. Es wurde 

festgestellt, dass bereits 15 min nach der Essensaufnahme eine Steigerung von PYY im Plasma-

spiegel nachweisbar ist und nach 60 min ihr Maximum erreicht. Insgesamt bleibt das PYY für 

etwa 6 Stunden erhöht [44]. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Nahrungszusam-

mensetzung im engen Zusammenhang mit der Zunahme an PYY im Blut steht. Fettreiche Kost 

ist ein deutlich stärkerer Stimulus zur Freisetzung des PYYs [45]. Durch das Blut gelangt das 

zirkulierende PYY zum zentralen Nervensystem und entfaltet seine Wirkung im Hypothalamus 

durch die Bindung an die G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Während das PYY 1-36 in voller 

Länge an die Y1, Y2 und Y5 Rezeptoren andockt, aktiviert das PYY 3-36 den Y2 Rezeptor und 

reguliert somit die Energiehomöostase [38, 46]. Der Effekt der Aktivierung des Y2R äußert sich 

durch Inhibition der cAMP Produktion [47]. Die Calcium-vermittelte Signalübertragung ist 

ebenfalls reduziert, was vermutlich die Exozytose von Neurotransmitter stört [48]. Es konnte 

bestätigt werden, dass es eine Korrelation zwischen PYY und Adipositasmarkern in Menschen 

gibt. Bei Patienten mit Adipositas lässt sich nach Nahrungsaufnahme nur ein gedämpfter An-

stieg des PYY-Plasmaspiegels feststellen, während bei den Patienten mit Anorexia nervosa die 

Menge an zirkulierendem PYY deutlich erhöht ist [49]. PYY ist an der Steigerung der Lipolyse 

und der Thermogenese beteiligt und spielt somit eine bedeutende Rolle bei der Appetitregulati-

on [50]. Die Aktivierung der Gehirnrezeptoren mittels PYY führt zur Hemmung der Magenmo-

tilität sowie zur Sekretin- und Cholecystokinin-stimulierten pankreatischen Sekretion und ver-

zögert somit die Magenentleerung. Diese Prozesse vermitteln ein Sättigungsgefühl und somit 

eine Reduzierung der Nahrungsaufnahme. Es ist noch unklar, ob die allgemeinen genetischen 

Variationen sowie der seltene Single-Nucleotid Polymorphismus auf dem humanen PYY-

Genlokus die Biosynthese oder weitere metabolische Merkmale beeinflussen und dadurch in 

einem Zusammenhang mit Fettleibigkeit stehen. Tatsächlich gibt es einen Zusammenhang zwi-



Einleitung 8 

 

schen niedrigem Plasmalevel des PYYs und hohen BMI-Werten. Die genetische Variante PYY 

3`-UTR bindet jedoch im Gehirn an die Y2 Rezeptoren und induziert eine Appetitsteigerung, 

die mit einem Anstieg des BMI-Wertes korreliert [51]. Hierbei wurde zeigt, welchen Einfluss 

die kleinsten Veränderungen auf genetischer Ebene bezüglich der Regulation des Stoffwechsels 

im Körper ausüben können.  

Zur Behandlung der Adipositas sind bereits viele Lösungsansätze entwickelt worden [52].  Zum 

einen wird versucht über eine kalorienärmere Nahrungsaufnahme und viel körperlicher Bewe-

gung eine Gewichtsreduktion zu erreichen. Dabei wird darauf geachtet, dass auf fettreiche und 

kohlenhydratreiche Mahlzeiten verzichtet wird. Eine weitere Strategie ist die Verhaltensthera-

pie, bei der Selbst-Monitoring der Essgewohnheiten gegenüber der körperlichen Aktivität, 

Stress-Management, kognitive Restrukturierung und soziale Unterstützung im Vordergrund 

stehen. Die Kombination von diesen Therapien bietet dabei das erfolgreichste Ergebnis. Bei 

extrem übergewichtigen Patienten wird ein anderer Lösungsansatz angewendet, bei dem die 

bariatrische Chirurgie mittels eines operativen Eingriffs eine Verkleinerung des Magens erzielt 

oder durch das Einsetzen eines verstellbaren Magenbands die Reduzierung der Nahrungsmenge 

unterstützt wird. Hierbei ist die Magen-Bypass-Operation heutzutage die am meisten praktizier-

te Methode, um eine Gewichtsabnahme bei adipösen Menschen zu erleichtern. Dabei gibt es 

eine Reihe von Vor- und Nachteilen. Als Vorteil erweist sich hierbei eine signifikante Ge-

wichtsreduktion um bis zu 70%. Die Operation wirkt sich ebenso positiv auf Komplikationen 

wie Säure-Reflux, Hypertonie sowie Schlafapnoe aus. Nachteilhaft ist jedoch, dass aufgrund der 

Verlegung des Duodenums es zu einer verringerten Absorption von Eisen und Calcium kommt. 

Das Fehlen dieser Mineralien kann zu einer Anämie und Knochenkrankheiten führen, so dass 

die Patienten gezwungen sind Vitamine und Zusatzstoffe einzunehmen. Brechreiz, Schweißaus-

brüche und schneller Herzschlag gehören zu den negativen Merkmalen und sind ebenfalls als 

potenzielle Nachteile zu sehen.   

Die Pharmakotherapie kann bei der Gewichtsreduktion unterstützend wirken. Bis jetzt sind 

zahlreiche Medikamente, die durch die FDA (Food and Drug Administration) zugelassen sind, 

zur Behandlung der Adipositas entwickelt worden. Das sind zum Beispiel Sibutramin, Orlistat 

und Beta-Methyl-Phenylethylamin. Das Medikament Beta-Methyl-Phenylethylamin ist ein Sti-

mulanz, das den Fettmetabolismus erhöht. Im Fall des Orlistats handelt es sich um einen Fett-

absorptions-Blocker, der in der Lage ist bis zu 30% des Fetts zu resorbieren. Bei Einnahme der 

Medikamente muss auf die Nebenwirkungen geachtet werden. Bei dem Sibutramin wurde z. B. 

ein erhöhter Blutdruck festgestellt. Die Einnahme von Orlistat verursacht oft eine Malabsorpti-

on der fettlöslichen Vitamine, die dann zusätzlich eingenommen werden müssen, um den Effekt 

zu kompensieren [32, 34].  

Wie bereits oben ausführlich beschrieben, ist PYY 3-36 ein Sättigungshormon, das an der Ap-

petitregulation und Energiehomöostase beteiligt ist. Bei übergewichtigen Patienten mit Adiposi-
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tas wirkt es appetithemmend und zeigt keine induzierte Resistenz. Aus diesem Grund wurde das 

Hormon PYY eines der wichtigsten pharmakologischen Ziele in der Adipositasforschung und 

Gegenstand zahlreicher klinischer Studien. Die ersten Studien haben gezeigt, dass eine 90-

minütige Verabreichung des PYYs über die peripher intravenöse Infusion zu einer 33%-igen 

Reduzierung der Energieaufnahme im Vergleich zum entsprechenden Placebo führt und diese 

über 24 h anhält [39, 52]. Besonders interessant ist, dass während der Infusion die zirkulierende 

PYY-Menge vergleichbar mit den physiologischen postprandialen Werten war und keine Ne-

benwirkungen registriert wurden. Bei der intravenösen Applikation des PYYs 3-36 wurde eine 

von der Dosis abhängige Reduzierung der Nahrungsaufnahme bewirkt [53]. Eine weitere Studie 

zeigte ebenfalls eine reduzierte Nahrungsaufnahme nach der intravenösen Verabreichung des 

PYYs 3-36 [50]. Allerdings kam es hierbei häufig zu Nebenwirkungen wie Brechreiz, gesteiger-

te Thermogenese und Lipolyse, die ein Zeichen für den gesteigerten Energieverbrauch ist [50]. 

Zusammengefasst kann das intravenös verabreichte PYY 3-36 einen positiven Effekt auf die 

Appetitregulation ausüben und demonstriert somit seine potenzielle Anwendung bei der Be-

handlung von Adipositas.  

Bei der Entwicklung eines Medikaments gegen Adipositas auf Basis des Peptidhormons PYY 

wurden unterschiedliche Strategien, wie eine subkutane und nasale Verabreichung, getestet. 

Mehrere Peptidhormone haben bereits nach der subkutanen Applikation einen Effekt demons-

triert, wobei der am meisten bemerkenswerte durch Insulin beobachtet wurde. Allerdings konn-

ten die ersten Studien der subkutanen Verabreichung des PYYs 1-36 und PYY 3-36 beim Men-

schen nicht den erwünschten Effekt auf die Nahrungsaufnahme bewirken [54]. Es wird vermu-

tet, dass es dafür mehrere Ursachen gibt. Hierzu zählen eine niedrige Dosis und der Abbau so-

wie die biologische Inaktivierung des Peptidhormons nach der subkutanen Verabreichung.   

Die nasale Mukosa weist eine sehr gute Gefäßversorgung auf, was nach Inhalation zu einer 

schnellen Absorption führt. Bei der näheren Betrachtung ist die Aufnahme der Medikamente 

jedoch aufgrund der mukoziliären Barriere eingeschränkt. Die großen Peptidmedikamente sind 

nicht in der Lage dieses Hindernis ohne die Unterstützung von disruptiven Mitteln zu überwin-

den [55]. Eine 12-Wochen Studie in Phase II aus dem Jahr 2008 zeigt nach Verabreichung des 

PYYs 3-36 mittels eines nasalen Sprays eine Intoleranz, welche Übelkeit, Brechreiz und abdo-

minale Beschwerden verursachte [56].  

Die Beispiele zeigen, dass im Fall des PYYs noch keine geeignete Lösung zur Behandlung der 

Obesität gefunden wurde.  

Der nächste Schritt ist die Entwicklung eines PYY-haltigen Medikaments zur oralen Applikati-

on. Im postprandialen Zustand bewirkt das Hormon PYY über die vagalen Afferenzen des 

Darms eine Vermittlung des Sättigungsgefühls [57]. Im Fall der oralen Verabreichung kann der 

physiologische Zustand nach Essensaufnahme besser nachgeahmt werden, da PYY selbst aus 

dem distalen Darmbereich sekretiert wird. Somit bietet die orale Einnahme des PYY-haltigen 
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Medikaments einen Vorteil gegenüber anderen Methoden. Es gibt jedoch einige Hürden wie die 

saure Umgebung des Magens und die Anwesenheit von Verdauungsenzymen aus der Bauch-

speicheldrüse, welche die orale Verabreichung des Hormons erschweren bzw. fast unmöglich 

machen. Um diese Hürden zu überwinden, bietet die Nanotechnologie einzigartige Lösungswe-

ge. Vor kurzem hat das Unternehmen Emisphere das neue PYY-haltige Präparat Eligen an 

menschlichen Probanden getestet. Die Eligen-Methode basiert auf Kopplung der Peptide an 

Natrium-N-Caprylat. Dieses Transporter-Molekül besitzt hydrophobe Eigenschaften und er-

zeugt dadurch einen Wirkstoff-Träger Komplex mit lipophilen Eigenschaften, der den Transport 

durch die Membran erleichtert. Dadurch liegen die Peptide in geschützter Form vor und das 

Natrium-N-Caprylat erleichtert die intestinale Absorption. Die Studien in Phasen I und II de-

monstrierten eine wirksame Resorption aus dem Darm und eine 12%ige Reduzierung der Nah-

rungsaufnahme im Vergleich zum Placebo, bei dem der Träger alleine eingesetzt wurde. Außer-

dem wurde nach der Einnahme des Medikaments keine Übelkeit beobachtet [39, 52, 58].  

Zusammengefasst wurde gezeigt, dass nach einer intravenösen Applikation des PYYs 3-36 eine 

Dosis-abhängige Reduzierung der Nahrungsaufnahme, jedoch mit Nebenwirkungen wie Übel-

keit, zu verzeichnen ist. Die Entwicklung der PYY-haltigen Wirkstoffe auf Basis der Nanotech-

nologie zur oralen Verabreichung demonstriert somit ein hohes Potenzial zur Behandlung der 

Adipositas.      

1.5 Nachweisverfahren für humanes PYY  

Die Detektion des humanen PYYs nach der Transzytose erfolgt mittels ELISA Kits von Millip-

ore, wobei die Durchführung nach Anleitung des Herstellers erfolgt. Dieses Nachweisverfahren 

basiert auf der Grundlage, das Zielprotein mittels spezifischer Antikörper zu detektieren, wobei 

das Peptid zwischen den beiden AK gebunden wird (Abbildung 3). Es entsteht ein Antikörper-

Antigen-Antikörper-Komplex, weswegen diese Methode in der Regel als Sandwich-ELISA 

bezeichnet wird. Der zweite Antikörper wird mit einem Reporterenzym wie z.B. Meerrettich 

Peroxidase markiert und ist somit in der Lage ein Substrat wie Tetramethylbenzidin (TMB) in 

ein blaues Reaktionsprodukt umzusetzen. Die Absorption durch den Farbumschlag kann am 

Spektrometer gemessen werden. Für die Erstellung einer Kalibrierungskurve dient eine Reihe  

bekannter Proteinkonzentration als Standard.  

 



Einleitung 11 

 

 

Abbildung 3: Das Prinzip eines ELISA Verfahrens zur Detektion eines Proteins. Zu Beginn bindet das 

Zielprotein an den Erfassungs-AK (Antikörper) während der Detektions-AK das Protein markiert. Das 

Reporterenzym HRP (Meerrettichperoxidase), das an den Detektions-AK bindet, oxidiert anschließend 

das Substrat TMB (Tetramethylbenzidin).      

1.6 Nanomaterialien und das Polysaccharid Chitosan 

Die Forschung an den Polymeren bezüglich ihrer Eigenschaften wie biologische Abbaubarkeit, 

Biokompatibilität, vielseitige und vorhersagbare Abbaukinetik ist ein aktuelles Thema der Po-

lymerwissenschaft. In den vergangenen Jahrzehnten wurden bioabbaubare Polymere als poten-

zielle Träger für Proteine und Peptide [59], Makromoleküle, Gene [60], Hormone [61] und 

Kontrastmittel [62] entwickelt. Dabei wird zwischen Liposomen, Nanopartikel und festen Lip-

idnanopartikel als Trägersysteme unterschieden. Diese sollen im Idealfall folgende Eigenschaf-

ten aufweisen:  

 Keine Toxizität,  

 Chemisch und physikalisch stabil, 

 Biologisch abbaubar, 

 Kontrollierte und langanhaltende Freisetzung im Zielgewebe, 

 Günstig und einfach in der Herstellung.  

Es wird zwischen nativen Polymeren, wie Humanem Serumalbumin (HSA) [63, 64], Gelatine 

[65, 66] und Chitosan [67] sowie synthetischen Polymeren, wie Poly(methylmetacrylat) 

(PMMA) [68, 69], Polymilchsäure (PLA) [70], Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA) [70] und 

Poly(alkylcyanoacrylat) (PACA) [71, 72] unterschieden.   

Der Einsatz von Polymeren unterstützt dabei die Aufrechterhaltung der Arzneimittelkonzentra-

tion im Plasma im stationären Zustand, so dass die Dosis und Dosierungsfrequenz herabgesetzt 

werden kann. Somit werden Nebenwirkungen durch die Medikamente reduziert. Die Dosis des 

parenteral verabreichten Hormons Leuprorelin kann, wenn es in PLA oder PLGA geladen wur-

de, bis auf 1/8 im Vergleich zum freien Leuprorelin, reduziert werden [73]. Der Einsatz der 

Polymere als Transporter für therapeutische Wirkstoffe ist sehr weit verbreitet, wobei diese 
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meistens ortsspezifisch im Darm, in der Leber, den Nieren, Lungen, dem Gehirn oder Herz 

verwendet werden [74]. Die Verabreichung der Proteine allein stellt eine große Herausforde-

rung aufgrund ihrer eingeschränkten oralen biologischen Verfügbarkeit aufgrund der epithelia-

len Barriere des gastrointestinalen Trakts, der Anfälligkeit gegenüber Verdauungsenzymen und 

der kurzen Halbwertszeit in vivo dar. Die Proteine werden  meistens über eine invasive Route 

wie beispielsweise der subkutanen Infusion verabreicht. Weiterhin erfordern diese Maßnahmen 

eine wiederholte Infusionsgabe, um eine effektive therapeutische Wirkung zu erreichen [75]. 

Die Verpackung der Proteine, beispielsweise in PLGA- Nanopartikel, bietet also eine vielver-

sprechende Alternative, solche Probleme wie den enzymatischen und hydrolytischen Abbau zu 

überwinden [74].  

Die Nanomedizin entwickelte erfolgreiche Trägersysteme gegen Krankheiten wie Krebs [76], 

Diabetes [77], Malaria [78], AIDS  [66], Tuberkulose [79] und Prionenkrankheit [80], die sich 

noch in den Testphasen befinden oder bereits kommerziell zu erwerben sind [81, 82]. Die Arz-

neimittelformulierung hängt von der Wahl des passenden Polymers ab, um eine maximale Ver-

kapselung zu erreichen. Die Aufnahme der Wirkstoffe bzw. der Nanokapseln hängt von der 

Partikelgröße, Oberflächenladung, Oberflächenmodifikation und hydrophoben bzw. hydrophi-

len Eigenschaften ab. Es wurde gezeigt, dass die kationischen Substanzen eine Interaktion mit 

der negativ geladenen Zelloberfläche eingehen können und somit eine bessere zelluläre Auf-

nahme bewirken [83]. Unter den Polymeren erwies sich Chitosan als ein sehr gut geeignetes 

natives Polysaccharid. Aufgrund seiner Eigenschaften wie Biokompatibilität, starker Mukoad-

häsion und Verbesserung der parazellulären Durchlässigkeit [84-86] stellt Chitosan ein poten-

zielles Trägersystem dar. Die Verpackung der Peptide in Chitosan schützt diese vor der sauren 

Umgebung des gastrointestinalen Trakts sowie vor Verdauungsenzymen, bis diese von den 

Enterozyten absorbiert werden. Zusätzlich wird die mukoadhäsive Eigenschaft des Chitosans 

für einen direkteren und verlängerten Zellkontakt benutzt [87-89].    

Chitosan kann Insulin entweder auf dem nasalen [90] oder oralen Weg [85] erfolgreich trans-

portieren, wobei das Insulin seine Wirkung am Zielort erfolgreich entfalten kann. Die nasal 

applizierte Lösung mit dem kationischen Polymer Chitosan zeigt eine verstärkte Absorption 

des Insulins durch die nasale Mukosaschicht bei Ratten und bei Schafen. Der ermittelte Effekt 

ist konzentrationsabhängig, reversibel und bei optimaler Effizienz höher als 0,2% für Ratten 

und 0,5% für Schafe [90]. Nach einer peroralen Verabreichung von Chitosan/HPMCP-NP kann 

dies einen 9,8-fach stärkeren Anstieg der hypoglykämischen Wirkung des Insulins im Ver-

gleich zu einer freien Insulinlösung erzielen [85]. Weitere Studien haben festgestellt, dass nach 

oraler Verabreichung der Chitosan-Insulin-NP bei Ratten eine bis zu 20-fach höhere Insulin-

aufnahme in Vergleich zum freien Insulin in Peyerschen Plaques gemessen werden [91]. Alle 

bis jetzt entwickelten Systeme auf Chitosan-Basis werden als DNA-Träger [67] sowie siRNA-

Transporter [92, 93] oder zur Insulinverabreichung gegen Diabetes [85] verwendet. Des Weite-
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ren werden Chitosan-NP zur Krebstherapie entwickelt.  Es wird berichtet, dass  Doxorubi-

cin/methoxy PEG enthaltende Chitosan-NP mit in die Zellen aufgenommen werden und dort 

mit einer  hohen Effizienz die Proliferation der Tumorzellen inhibieren können [94].      

Chitosan kann auch allein nach oraler [95] oder subkutaner  [96] Verabreichung beim Mensch 

zu einer Gewichtsreduktion führen. Des Weiteren ist bekannt, dass das hydrophile Peptid YY 

(PYY) als Sättigungshormon im Körper eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Essensauf-

nahme spielt [38, 39]. Somit kann die Kombination aus Chitosan als schützende Hülle und 

gleichzeitig als Träger des Peptids PYY eingesetzt werden, womit die Effizienz des gegen Adi-

positas eingesetzten Wirkstoffs verbessert wird. Weitere Vorteile des Chitosans für dieses Sys-

tem ist seine starke Mukoadhäsion und Biokompatibilität. In dieser Arbeit wird ein Konzept 

entwickelt das PYY von pH-regulierten Chitosan-basierten Nanoträger zu liefern und freizuset-

zen [97]. Um diese beiden Komponenten zu kombinieren, ist eine Polyelektrolytkomplex-

Methode entwickelt worden. Dabei erfolgt eine Verkapselung des hydrophilen Peptids PYY in 

Chitosan über den Wasser-in-Öl Miniemulsionsprozess. Im zweiten Schritt soll die Verstär-

kung des Polyelektrolytkomplexes durch eine kontrollierte Grenzflächenvernetzung stattfinden 

[97]. Dadurch wird das PYY effizient eingekapselt und kann infolge der im Magen-Darm Trakt 

bestehenden Bedingungen freigesetzt werden. Solche Trägersysteme sind vielversprechende 

Kandidaten bei der Therapie gegen Adipositas und werden im Allgemeinen für die orale Ver-

abreichung der Wirkstoffe auf Peptidbasis verwendet.      

1.7 Strategien zur Verbesserung der Adsorption, Aufnahme und 

Transzytose der NP 

Es sind mehrere Strategien zur Verbesserung der biologischen Verfügbarkeit und oralen Auf-

nahme der Nanomaterialien entwickelt worden. Zu den bekannten gehören die Erhöhung der  

Durchlässigkeit der gastrointestinalen Barriere, chemische Modifikation der Polymere, Einsatz 

von Enzyminhibitoren sowie die Verkapselung der Wirkstoffe in mukoadhäsive Polymere wie 

z.B. Chitosan [1]. Eine weitere erfolgreich eingesetzte Methode, um die Wirkstoffe effektiver an 

ihren Zielort zu bringen, ist das Ausnutzen von Rezeptor-vermittelten Endozytosewegen oder 

reversibel bindenden mukoadhäsiven Proteinen.  

Hierbei wurden bereits unterschiedliche Molekültypen getestet, wobei die am meisten unter-

suchten die aus der Familie der Lektine sind. Lektine sind natürliche Proteine bzw. Glycoprote-

ine, die in der Lage sind, reversibel und spezifisch an Zucker zu binden und somit zu einer Ag-

glutination bzw. Verschmelzung der Zellen mit den Polysacchariden führen [98, 99]. Diese sind 

vielseitig bei der Zellerkennung und bei Adhäsionsprozessen involviert. Ihre Konjugation an die 

Nanopartikel erhöht signifikant den Transport durch die intestinale Mukosaschicht aufgrund der 

verstärkten Interaktion mit Schleim [100] und der Oberfläche der Epithelzellen [101]. Grundla-

genforschung zeigte, dass manche Lektinarten aufgrund ihrer Eigenschaften eine verbesserte 
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Mukoadhäsion, Zytoadhäsion und Aufnahme der Partikel in die Zellen vermitteln können. 

Oberflächenmodifikationen der Liposomen mittels WGA, Concanavalin A oder Agglutinin aus 

Sojabohnen bewirken dabei eine 6-11-fach stärkere Bindung an A549 [102]. WGA (Wheat 

Germ Agglutinin) ist ein positiv-geladenes Lektin, das in Triticum vulgare vorkommt und eine 

homodimere Struktur bei 36 kDa aufweist [103]. Eine typische Eigenschaft des WGA ist die 

spezifische Bindung an N-Acetyl-D-Glucosamin sowie Sialinsäure, die im intestinalen Bereich  

zahlreich beobachtet wurde [102]. Weiterhin gibt die Färbung der fixierten Präparate des huma-

nen Magengewebes Hinweise darauf, dass die oberflächlich gelegenen Mikrovilli positiv auf-

grund der vorhandenen Sialinsäure markiert werden, während der extrazelluläre Mukus negativ 

bleibt [104]. In anderen Studien wurde festgestellt, dass die zelluläre Aufnahme der mit WGA 

funktionalisierten Nanopartikel mit einer Bindung des Lektins an einen spezifischen Rezeptor 

beginnt. Die anschließende Endozytose geschieht über Clathrin- und Caveolae-vermittelte Wege 

[105]. Außerdem haben Tests gezeigt, dass WGA keinen toxischen Effekt auf die differenzier-

ten Caco-2 Zellen aufweist [106]. Somit wird deutlich, dass mithilfe der Funktionalisierung der 

Nanomaterialien mittels Lektinen eine Steigerung der biologischen Verfügbarkeit und eine ver-

besserte Aufnahme nach einer oralen Applikation erzielt werden kann [107].  

Es sind mehrere Rezeptoren identifiziert worden, die das Eindringen in die Zellen beispielswei-

se von pathogenen Mikroorganismen und pflanzlichen Lektinen, vermitteln. Weiterhin spielen 

Rezeptoren bei der Aufnahme der für die Zellen bzw. den Körper relevanten Substanzen eine 

wichtige Rolle. Die Internalisierung des Eisens geschieht über den Transferrinrezeptor, während 

viele biologische Moleküle wie IgG oder IgA den Weg in die Zelle über die Fc Rezeptoren ver-

folgen [108]. Während die Vitamine  A, D, E und K mithilfe der mit der Nahrung aufgenomme-

nen Fette absorbiert werden, gelangen die kleinen wasserlöslichen Vitamine wie Vitamin C, 

Thiamin, Riboflavin, Biotin, Folsäure meistens durch Diffusion in den Körper. Vitamin B12 ist 

ein größeres Molekül und benötigt das Helfermolekül Haptocorin aus dem Speichel, einen 

intrinsischen Faktor aus Belegzellen des Magens, sowie den spezifischen Rezeptor Transcoba-

lamin II [109]. Das aufgenommene Vitamin B12 wird im Darm an intrinsische Faktoren gebun-

den. Dieser Komplex interagiert dann mit dem Rezeptor der Epithelzellen des Dünndarms im 

Ileum und wird internalisiert. All diese Faktoren sind wichtig für den Transport sowie die Auf-

nahme von Vitamin B12 und folglich für den Transzytoseprozess der mit dem Vitamin B12 

funktionalisierten Nanopartikel durch die Darmwand von Bedeutung. Um eine höhere Effizienz 

bei der Aufnahme der Nanopartkel zu erzielen, kann die Eigenschaft der Rezeptor-vermittelten 

Endozytose ausgenutzt werden, wie in diesem Fall unter Verwendung von Vitamin B12 [108].   

Es wurde bereits berichtet, dass durch die Rezeptor-vermittelte Endozytose mittels Vitamin B12 

eine 4–fach bessere Aufnahme des Erythropoetins oder des Granulozyten-Kolonie-

stimulierenden Faktors, erzielt werden kann [108, 110]. Weiterhin wurden signifikante Fort-

schritte bei der oralen Verabreichung der Peptide, welche in das Vitamin-B12-Aufnahmesystem 
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eingebunden sind, [111, 112] sowie der Folatabsorption [113, 114] gemacht. Einige Studien 

haben einen verbesserten Transport von Polysciences Nanopartikel durch die Caco-2 Zellen, die 

mit Vitamin B12 funktionalisiert wurden, demonstriert [108, 115]. Es wurde nachgewiesen, dass 

die humanen Kolon-Adenokarzinom Zellen in der Lage sind, sowohl den Cobalamin-Rezeptor, 

als auch Transcobalamin II, das für den weiteren Transport von Vitamin B12 in der Zelle benö-

tigt wird, zu exprimieren. Die Expression dieser Komponenten stieg am 6. Tag und erreichte das 

höchste Level zwischen Tag 10 und 15 in der Zellkultur [116]. Durch Studien wurde nachge-

wiesen, dass die mit Insulin gefüllten Nanopartikel nach Konjugation mit dem Vitamin B12 an 

der Oberfläche eine verbesserte Adsorption sowie Aufnahme des Insulins nach oraler Verabrei-

chung aufweisen [111, 117-119].     

1.8 Das zelluläre in vitro Modell der intestinalen Barriere mit FAE  

Eine in vitro Kultivierung der Zellen zur Modellierung der biologischen Barrieren ist eine 

Hauptmethode verschiedener Forschungsbereiche, wie beispielsweise in der pharmazeutischen 

Wissenschaft, der Toxikologie sowie der regenerativen Medizin. Neben der Anwendung in der 

Wissenschaft wird dieser Vorgang auch in der Industrie angewendet. Um die Zelltyp-

spezifischen Fragen zu beantworten, wurde über viele Jahre an den unterschiedlichen Zellkul-

turtechniken und Zellen, welche in einer Monoschicht auf Gewebekulturplastik kultiviert wur-

den, geforscht. Schließlich konnten Lösungsansätze identifiziert werden, um den speziellen 

Anforderungen gerecht zu werden, wodurch in vitro Systeme mit großer Ähnlichkeit zu den in 

vivo Bedingungen geschafft werden konnten. Die Erfindung der Zellkultureinsätze aus porösen 

Membranen hat zu einer wesentlichen Versbesserung bei der Kultivierung von polarisierten 

Epithelzellen beigetragen. Die im Handel erhältlichen permeablen Träger (z.B. Transwell® 

System), bestehend aus den mikroporösen Membranen, sind heutzutage der Goldstandard für 

die Nachahmung der biologischen Barrieremodelle in vitro. Meistens bestehen diese Membra-

nen aus Polycarbonat oder Polyester und weisen eine definierte Porengröße auf. Das Wachstum 

der Zellen auf einem durchlässigen Träger ermöglicht, eine dem in vivo Zustand sehr ähnliche 

physiologische Zelldifferenzierung zu schaffen, welche hinsichtlich der morphologischen 

Merkmale und metabolischen Prozesse in den Zellen, mit den in vivo Bedingungen korreliert. 

Darüber hinaus erlauben diese durchlässigen Membranen eine Analyse von Permeabilitäts- und 

Transportstudien bei Medikamenten, Biomolekülen und partikulären Trägersystemen durch die 

intestinale Zellbarriere [120].  

Die humane intestinale Caco-2 Zelllinie ist bereits über viele Jahrzehnte sehr ausgiebig verwen-

det worden, um das Modell der intestinalen Barriere nachzuahmen. Diese Zellen stammen ur-

sprünglich von den humanen Adenokarzinom-Epithelzellen des Colons. Diese zeigen in Kultur 

eine spontane Differenzierung, die zur Bildung einer zellulären Monoschicht führt. Diese weist 

die Expression einiger morphologischer und funktioneller Merkmale, die für die reifen Entero-
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zyten typisch sind, auf. Nach Erreichen der Konfluenz beginnen die Caco-2 Zellen sich zu pola-

risieren und zu differenzieren. Die Ausbildung der Tight Junctions und Entwicklung der Mikro-

villi auf der apikalen Seite zeichnen dabei die weitere Differenzierung aus. Manche Studien 

haben gezeigt, dass die Expression des Enzyms Intestinale Alkalische Phosphatase (IALP), 

ebenfalls ein typisches Merkmal für die Reifung der Enterozyten nach der Differenzierung ist 

[121]. Dieses membranständige Bürstensaumenzym ist für die Hydrolyse der Monophosphates-

ter zuständig und trägt zu einer effektiveren Verdauung und Absorption der Nährstoffe im Darm 

bei [122-124]. Weiterhin ist bekannt, dass sich der Grad der Reifung der epithelialen Zellen wie 

Caco-2 durch eine starke Ausbildung der Mikrovilli an der apikalen Zelloberfläche am 12.-14. 

Tag der Kultivierung auszeichnet [125]. Die in großer Vielzahl vorhandenen Mikrovilli präsen-

tieren die typischen Eigenschaften einer morphologischen und funktionellen Differenzierung 

der reifen Epithelzellen [126-128]. 

Ein neuer Ansatz mittels der Proteomanalyse hat das Expressionslevel der Proteine in Bezug auf 

die biochemischen Prozesse in den ausdifferenzierten Zellen untersucht. Die Studien haben 

gezeigt, dass die Caco-2 Zellen während der Differenzierung von Kolon-Karzinomzellen zu 

Dünndarmzellen einen deutlichen Unterschied bei der Expression der Proteinen hinsichtlich des 

Fettsäurestoffwechsels [129], der Fibronektinverteilung [130] und des Wirkstoffmetabolismus 

[131] aufweisen. Zusätzlich ist die Expression der Proteine, die an der Proteinfaltung in ver-

schiedenen Kompartimenten und an der Glykolyse beteiligt sind, ebenfalls verändert. Bei weite-

ren biochemischen Prozessen, wie bei ATP-abhängigen Reaktionen, welche mit Kreatin- und 

Nukleosiddiphosphat-Phosphorylierungen einhergehen ist eine Änderung im Expressionsmuster 

erkennbar. Dies stellt in vitro einen Differenzierungsprozess der Caco-2 von Kolonepithelzellen 

zu den reifen Enterozyten dar. Hierbei wurde am Tag 10 der Postkonfluenz eine 3-fache Erhö-

hung der Aktivität des Enzyms Kreatin-Kinase und eine 3-fache Reduktion des Expressionsle-

vels der Nukleosiddiphosphat-Kinase detektiert [132]. Die Aktivität der Alkalischen Phosphata-

se (ALP) erhöhte sich von einem nicht-detektierbaren Niveau am Tag 3 bis auf 120 mU/mg 

Protein am Tag 18 der Postkonfluenz [132]. Der Anstieg der Aktivität des Enzyms ALP ist ein 

typisches Merkmal für reife Enterozyten. Ein weiteres Zeichen für eine erfolgreiche Wandlung 

der Caco-2 Zellen zu reifen Enterozyten wurde anhand der erhöhten Expression der Gluthation 

S-Transferase A1 (GTA1) und der reduzierten Expression des translatorisch kontrollierten Tu-

morproteins (TCTP) sowie des in mitochondrialer Matrix vorkommenden Hitzeschockproteins 

(CH60) nachgewiesen [132]. Nur die in Langzeitkultur (14 Tage9, im Vergleich zu Kurzzeitkul-

tur (3 Tage), gehaltenen Caco-2 Zellen unterliegen diesen morphologischen und funktionellen 

Differenzierungsprozessen [133].  

Die Caco-2 Zelllinie eignet sich somit am besten für ein in vitro Modell zur Nachahmung des 

Dünndarms. Die Kultivierung dieser Zellen auf einem permeablen Träger ist ein ideales System 
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zur Untersuchung der Transzytose von medizinisch relevanten Substanzen durch die epitheliale 

Zellschicht.    

Die Kultivierung der Zellen im Transwell® System ermöglicht, technisch gesehen, den Zugang 

zu beiden Seiten der darauf gewachsenen Zellschicht und damit die Untersuchung von Trans-

portvorgängen. Durch die Fähigkeit der Caco-2 Zellen sich in einer polarisierten Zellschicht zu 

differenzieren, kann in diesem System in einen apikalen und einen basolateralen Bereich unter-

schieden werden.  

 

Abbildung 4: Modell zur Nachahmung einer intestinalen Barriere in einem Transwellsystem mit Caco-2 

Zellen. In dem verwendeten Transwellsystem entspricht die apikale Seite dem intestinalen Darmlumen 

und die basolaterale Seite ist äquivalent zur Blutseite.  

In dem verwendeten Transwell® System ist die apikale Seite äquivalent mit dem intestinalen 

Darmlumen und die basolaterale Seite entspricht der Blutseite, zu der die zu untersuchenden 

Wirkstoffe transportiert werden sollen (Abbildung 4).  

Die Integrität der Darmwand wird als eine Barriere zwischen dem gastrointestinalen Trakt und 

dem Blutkreislauf angesehen. Diese Permeabilitätsbarriere ist selektiv und schränkt somit freie 

Diffusion ein. Daher reguliert diese den Transport von Wasser und gelösten Substanzen durch 

die Epithelzellen. Die Permeabilität und die Dichtigkeit des Zellrasens, welche in einem in vitro 

System kultiviert ist, spielt somit eine wichtige Rolle bei der Untersuchung der Transzytose. 

Daher wurde neben einer qualitativen Prüfung mittels cLSM auch eine quantitative Analyse des 

Zellwachstums im Transwell® System durchgeführt. Der apparente Permeabilitätskoeffizient 

(Papp) beschreibt dabei den parazellulären passiven Fluss der Substanzen durch eine epitheliale 

Zellschicht und ist ein Indikator für die Durchlässigkeit des Zellrasens [134, 135]. Typische 

Moleküle für die Bestimmung der Papp-Werte eines Zellmonolayers können Mannitol, Trans-

ferrin oder Dextran mit 4 kDa, 10 kDa oder 20 kDa Molekulargewicht sein [135, 136]. Diese 

Substanzen zeichnen sich durch bestimmte Eigenschaften aus, wie zum Beispiel eine nicht vor-

handene Toxizität, keine biologische Abbaubarkeit, eine geringe Größe und keine Verursachung 

der Membranpermeabilisierung.  

Wie bereits beschrieben, besitzt das Dünndarmepithel besondere Bereiche, die so genannten  

Peyerschen Plaques, die sich durch das Follikel-assoziierte Epithel (FAE) auszeichnen. Dieses 
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enthält bestimmte M-Zellen, die für einen erhöhten Transport von pathogenen Organismen, 

Viren und Partikel zu den Antigen-präsentierenden Zellen unterhalb der epithelialen Barriere 

bekannt sind und somit eine höhere Transzytoseaktivität aufweisen. Dies gilt als erster Schritt in 

der Erkennung und Induktion einer spezifischen Immunantwort. Zu einer besseren Nachahmung 

des Follikel-assoziierten Epithels im Darm sind von mehreren Arbeitsgruppen Untersuchungen 

durchgeführt worden. Dabei wurde festgestellt, dass die basale Zugabe der lymphozytären Zell-

linie Raji es ermöglicht, die Caco-2 Zellen in so genannte M-Zellen umzuwandeln und dadurch 

die morphologischen und physiologischen Eigenschaften des Follikel-assoziierten Epithels bes-

ser simulieren zu können [22]. Die Induktion dieses Phänotyps benötigt dabei keinen direkten 

Zellkontakt. Dies ist in einem Transwellsystem erreicht worden, bei dem die Caco-2 Zellen von 

den Raji-Zellen durch eine Membran voneinander getrennt vorlagen. Die Raji-Zellen geben 

stattdessen ein Signal, um die Differenzierung der Caco-2 Zellen in M-Zellen zu stimulieren 

[137]. Dieses Modell wird wegen der Co-Inkubation zweier Zelllinen demzufolge als Co-Kultur 

bezeichnet. Eine Studie zur Genexpression hat bestimmte Gene identifiziert, die sowohl im in 

vitro Co-Kultur-Modell als auch in vivo bei FAE bzw. Peyerschen Plaques, exprimiert werden 

[138]. Die Faktoren, die zur Induzierung der Caco-2 Zellen zu FAE beitragen sind lösliche Zy-

tokine, die von Raji-Zellen produziert und in das Medium sekretiert werden. Die Co-

Kultivierung der Caco-2 und Raji-Zellen ändert die Expression einer Vielzahl von Genen, ein-

schließlich der Haushaltsgene, Transkriptionsfaktoren und Zelloberflächenproteine. Bei den 

stärker transkribierten Genen sind beispielsweise Gene für Transkriptionsfaktoren, DEC-1, 

RAB-13 und cdc2-verwandte Kinasen identifiziert worden. Die Gene für Ubiquitin B, Transke-

tolase, 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase weisen hierbei eine reduzierte Expression auf. Somit 

wird deutlich, dass eine Co-Inkubation der Caco-2 Zellen mit Raji-Zellen (B Lymphozyten) auf  

Ebene der Genexpression zu einer Umwandlung in FAE führt [138].  Eine Co-Kultur mit rege-

nerierten M-Zellen imitiert das FAE und ermöglicht somit eine realistischere Untersuchung der 

Transzytose von Partikeln durch die intestinale Zellschicht.   

1.9 Ussing-Chamber System  

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften von Wirkstoffmolekülen können oft nicht 

ausreichend in ihrer oralen Bioverfügbarkeit prognostiziert werden. Die in vitro Verfahren kön-

nen bei der Bewertung einiger verschiedener Faktoren, wie der zellulären Aufnahme oder Ad-

sorption von Nutzen sein. Während die Arzneimittellöslichkeit die orale Verfügbarkeit beein-

flusst, spielt im Darmbereich in den meisten Fällen der Stoffwechsel und die Absorption der 

Wirkstoffe eine entscheidende Rolle. Die unterschiedlichen in vitro Techniken, wie die Kulti-

vierung von Caco-2 Zellen, ermöglichen die Untersuchung bezüglich der Aufnahme und der 

Transzytose von Stoffen. Diese bieten jedoch neben ihren Vorteilen auch diverse Nachteile. 

Eine Zwischenstufe zwischen in vitro und in vivo Systemen bei der Prüfung der Wirkstoffe auf 
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ihre Absorption und den Transport kann ein ex vivo Modell bieten [139, 140]. Das Ussing-

Chamber System (Ussing-Kammer System) wird sehr oft in der pharmazeutischen Forschung 

zur Untersuchung der Resorption und biologischen Verfügbarkeit der Wirkstoffe verwendet. 

Dieses System ist aufschlussreich bei der Untersuchung des Transports durch ein natives Darm-

gewebe. Das zwischen zwei Kammerhälften eingespannte ex vivo entnommene Gewebe stellt 

ein System dar, das einer natürlichen Darmbarriere entspricht. Das Ussing-Chamber System 

wurde vom Herrn Ussing im Jahr 1949 entwickelt. Dieses System diente zur Untersuchung des 

aktiven Natrium-Transports als Quelle für elektrischen Strom bei einer kurzgeschlossenen iso-

lierten Froschhaut [141, 142]. Ussing hat die Sättigungskinetik des Natrium-Einstroms demons-

triert und hat dabei beobachtet, dass dieser Prozess mit der transepithelialen Potenzialdifferenz 

korreliert [141]. Später wurde dieses Kammer-System ausgiebig zur Untersuchung des Ionen-

transports durch viele unterschiedliche Membranarten, wie der Magenschleimhaut, des Dünn-

darms, des Kolons, des Gallenblasegewebes, des Atemwegsepithels sowie des Cornea Epithels 

des Auges verwendet [143-146]. Seit langem sind die Vorteile des Ussing-Kammer Systems für 

Darm-Transportstudien bekannt und werden für Analysen des intestinalen Metabolismus von 

Xenobiotika und vieler Nährstoffkomponenten wie Glukose, Amino- und Fettsäuren sowie Vi-

taminen verwendet [147]. Weitere Studien haben bereits in humanen Jejunum und im Raten-

Jejunum Darmabschnitt folgende Wirkstoffe getestet: Inogatran (Thrombin-Inhibitor), Enalapri-

lat (ACE-Inhibitor), Atenolol (Betablocker) und Naproxen (Schmerzmittel)  [148]. Die vielsei-

tigen Anwendungsgebiete des Ussing-Chamber Systems bieten somit eine gute ergänzende Me-

thode bei der Untersuchung der medizinisch relevanten Substanzen zur oralen Verabreichung.       

1.10 Die intestinalen Aufnahmewege der Nanopartikel  

Die Endozytose ist ein Prozess der Aufnahme von Proteinen, Lipiden, extrazellulären und lösli-

chen Molekülen und Nährstoffen von der Zelloberfläche in das Zellinnere mithilfe der endozy-

totischen Vesikel. Die Fracht und die Membrankomponenten der Vesikel können nachfolgend 

einerseits zurück zur Plasmamembran transportiert werden, um den Inhalt an die Zelloberfläche 

wieder zu recyceln. Andererseits können die aufgenommenen Komponenten zu den Spätendo-

somen/Lysosomen zur Degradation transportiert werden. Generell wird zwischen zwei Typen 

der Endozytose unterschieden: dem Clathrin-abhängigen und Clathrin-unabhängigen Endozyto-

seweg [149]. Zu den Clathrin-unabhängigen Aufnahmemechanismen zählt die Caveolae-

abhängige Endozytose, die Makropinozytose und die Phagozytose [150]. Der Phagozytosepro-

zess ist spezifisch für phagozytotische Zellen, wie beispielsweise Makrophagen, Monozyten 

und neutrophile Granulozyten. Bei der Internalisierung der Partikel spielt die Aktinpolymerisa-

tion eine wichtige Rolle. Einige Studien haben bereits gezeigt, dass die Eigenschaften der Parti-

kel eine entscheidende Rolle bei der Aufnahme in die Zelle spielen. Es gibt viele Substanzen, 
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die eine hemmende Wirkung auf bestimmte Endozytosewege ausüben. Diese werden oft zur 

Charakterisierung der Aufnahmeprozesse verwendet [151].  

Chlorpromazin ist beispielsweise in der Lage durch Störung des Zusammenbaus des Clathrins 

die Zahl der Rezeptoren an der Zelloberfläche zu reduzieren und dadurch die Clathrin-

vermittelte Endozytose zu inhibieren [152, 153]. Die Substanz Filipin ist an der Unterdrückung 

der Partikelaufnahme auf dem Caveolae-abhängigen Weg beteiligt. Durch die Bindung des Fili-

pins an das Cholesterol werden die Caveolae-Strukturen zerstört. Dieser Prozess führt zu einer 

Desorganisation des Caveolins [154]. Cytochalasin D ist ein Pilzmetabolit und inhibiert an me-

chanochemischen Motoren wie beim Aktin-Myosin System die Aktinpolymerisation [155, 156]. 

Diese Eigenschaften führen zu einer Hemmung der Caveolae-abhängigen Endozytose und Mak-

ropinozytose [151, 157]. Makropinozytose ist einer der am effizientesten Wege eine große 

Menge an extrazellulärer Flüssigkeit in das Zellinnere aufzunehmen. Die Neuordnung des Zyto-

skeletts, das zu dem Prozess der Makropinozytose führt, benötigt die Aktivität der Phosphatidy-

linositol-3-Kinase (PI3K) an der Plasmamembran [158]. Obwohl die komplette Signalkaskade 

nicht vollständig geklärt ist, sind bestimmte GTPasen wie Rac1 [159], Cdc42 sowie die p21-

aktivierte Kinase bei der Aktinpolymerisation involviert. Die Proteine CtBP1/BARS sind für die 

Schließung der Makropinosome zuständig. Wie frühere Untersuchungen gezeigt haben, hem-

men Amiloride den Prozess der Makropinozytose [160]. Während bei der Makropinozytose die 

Transportvesikel eine Größe von bis zu 500 nm erreichen, sind bei der Clathrin- und Caveolin-

abhängigen Endozytose Vesikelgröße unter 500 nm, sogar nur 120 nm, typisch. Diese Beispiele 

demonstrieren, dass bei der Aufnahme der partikulären Substanzen die Größenordnung eben-

falls eine wichtige Rolle spielt.   

1.11 Zielsetzung 

Zu den Zielen dieser Arbeit gehört in erster Linie die Untersuchung der Transzytoserate der 

nanopartikulären Systeme durch die intestinale Zellschicht. Dafür stand im Vordergrund zu-

nächst die Etablierung zweier Untersuchungsmethoden, das Transwell® System und Ussing-

Chamber System. Während das Transwell® System ein in vitro Modell darstellt, wird bei dem 

Ussing-Chamber System entnommenes Gewebe aus dem Duodenum eines Schweins verwendet. 

Des Weiteren sollte die Transporteffizienz des Sättigungshormons PYY untersucht werden, 

welches der Entwicklung eines Medikamentes gegen Adipositas zur oralen Verabreichung die-

nen soll. Beim Einsatz von bestimmten Substanzen sollte eine Steigerung der transepithelialen 

Transzytoserate und dadurch eine Verbesserung der oralen Verfügbarkeit des Wirkstoffes er-

reicht werden.    
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2 Materialien und Methoden   

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 1: Chemikalien 

Chemikalie Anbieter 

3-[3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-

propansulfonat (CHAPS) 

Sigma Aldrich; U.S.A.  

Ammoniumsulfat  AppliChem, Illinois Tool Works Inc.;U.S.A. 

Coomassie-Brillant-Blau G 250  Serva Electrophoresis; Deutschland 

Dextran (FITC) Thermo Fisher Scientific; Deutschland 

Essigsäure Sigma Aldrich; U.S.A. 

Ethanol  Sigma Aldrich; U.S.A. 

Kälberserum Albumin (BSA bovine Serum Al-

bumin) 

Sigma Aldrich; U.S.A. 

Methanol  VWR International; U.S.A. 

Paraformaldehyde Sigma Aldrich; U.S.A. 

Phosphorsäure  Sigma Aldrich; U.S.A. 

Pierce™ 660nm Protein Assay Reagenz  Thermo Fisher Scientific; U.S.A. 

Thiourea Sigma Aldrich; U.S.A. 

Transferrin (FITC) Thermo Fisher Scientific; Deutschland 

Triton X-100 Sigma Aldrich; U.S.A. 

Tween-20 Sigma Aldrich; U.S.A. 

Urea Sigma Aldrich; U.S.A. 

 

2.1.2  Nanopartikel  

Tabelle 2: Nanopartikel 

Nano-

partkel 

Poly-

mer 

Funktio-

nalisierung 

Tensid 

 

Cross-

linker 

Durchmes-

ser (nm) 

Farbstoff ζ-Potential 

(mV) 

PS-

COOH 

PS COOH SDS - 134 BodiPy1 - 71,2 

PS-HN2 PS NH2 CTMA-Cl - 120 BodiPy2 + 46,8 

GC GC - - TDI 229 RBITC + 20,0 

GCPYY GC PYY - TDI 227 RBITC + 2,5  



Materialien und Methoden  22 

 

Alle Partikel sind mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Außerdem enthalten die GCPYY NP die 

Polyglutaminsäure.   

2.1.3 Inhibitoren  

Tabelle 3: Verwendete Inhibitoren 

Inhibitor Anbieter 

Chlorpromazin (Inhibition der Clathrin-vermittelten Endozytose) Sigma Aldrich; U.S.A. 

Cytochalasin D (Inhibition der F-Aktin Polymerisation) Sigma Aldrich; U.S.A. 

5-(N-Ethyl-N-isopropyl) amiloride, EIPA (Inhibition der Makropi-

nozytose) 

Sigma Aldrich; U.S.A. 

Filipin (Hemmung der Caveolin-vermittelten Endozytose) Sigma Aldrich; U.S.A. 

Dynasore (Blockierung des Dynamins und somit Hemmung der 

Clathrin-abhängigen Endozytose) 

Sigma Aldrich; U.S.A. 

 

2.1.4 Verwendete Farbstoffe für Immunfluoreszenzfärbungen 

Tabelle 4: Marker 

Marker Anbieter 

CellMask™ Orange Plasma membrane Stain Thermo Fisher Scientific; U.S.A. 

Phalloidin Invitrogen; U.S.A. 

DRAQ5 Abcam; U.S.A. 

Calcein AM Life technologies; U.S.A. 

Propidiumiodid Sigma Aldrich; U.S.A. 

MitoTracker® Green FM Thermo Fisher Scientific; U.S.A. 

Wheat Germ Agglutinin, Oregon Green® 488 Conjugate Thermo Fisher Scientific; U.S.A. 

 

2.1.5 Proteine und Antikörper  

Tabelle 5: Proteine und Antikörper 

Protein Anbieter 

Humanes PYY American Peptide Company; England 

WGA Biozol; U.S.A. 

Anti-WGA Sigma Aldrich; U.S.A. 

Vitamin B12 Sigma Aldrich; U.S.A. 

Intrinsischer Faktor Prospecbio; U.S.A. 

Anti-Vitamin B12 (FITC) LifeSpan BioSciences; U.S.A. 
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2.1.6 Zelllinien und Gewebe  

Tabelle 6: Zelllinien und Gewebe  

Zelllinie Anbieter 

Caco-2 Zellen (ATCC® 

HTB-37™) 

American Type Culture Collection; U.S.A.  

Duodenumgewebe aus 

dem Schweinedarm 

Hofgut Acker in Bodenheim; Deutschland 

Raji-Zellen DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen; 

Deutschland 

 

2.1.7 Medien, Puffer und Lösungen  

Tabelle 7: Medien, Puffer und Lösungen 

Lösung Anbieter 

0,25% Trypsin-EDTA  Thermo Fisher Scientific; U.S.A. 

1x Dulbecco´s phosphate buffered saline Life technologies; U.S.A. 

BD Matrigel™ Basement Membrane Matrix BD BioSciences; Deutschland 

CDP-Star® Substrat  Life Technologies; U.S.A. 

Fötales Kälberserum (FBS) Life technologies; U.S.A. 

GlutaMAX
TM

 Zusatz 100x Life technologies; U. S. A. 

Hank's Balanced Salt Solution mit Calcium, mit 

Magnesium, ohne Phenolrot (HBSS) 

Life technologies; U.S.A. 

Immersionsöl Typ F Leica; Deutschland 

MEM Eagle-EBSS w/ NEAA w/o L-Gln (EMEM) Lonza; U.S.A. 

Normal Tyrode`s Solution 20x NTS Base-1/Base-2 EcoCyte Bioscience; Deutschland 

Novex® AP Chemiluminescent substrate  Life technologies; U.S.A. 

NuPAGE® LDS Sample buffer 4x Life technologies; U.S.A. 

NuPAGE® MES SDS Running Buffer Life technologies; U.S.A. 

NuPAGE® Reducing agent 10x Life technologies; U.S.A. 

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) 100x Life technologies; U.S.A. 

RPMI-1640 Life technologies; U.S.A. 

SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard Life technologies; U. S. A. 

Sheath Lösung für Durchflusszytometer Partec; Deutschland 
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2.1.8 Kommerziell erworbene Kits 

Tabelle 8: Verwendete Kits 

Kit Anbieter 

Human PYY (Total) ELISA Kit Merck Millipore; Deutschland 

Human VitB12 ELISA Kit  MyBioSource; U.S.A. 

Novex™ WesternBreeze™ Chemilumineszenz Kits Life technologies; U.S.A. 

CellTiter-Glo® Luminescent cell viability assay Promega; U. S. A. 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(MTS) 

Promega; U. S. A. 

 

2.1.9 Geräte 

Tabelle 9: Verwendete Geräte 

Gerät Anbieter 

Bad-Umwälzthermostat ED-5A  Julabo; Deutschland 

Diffusionskammersystem mit 6 Kammern für 

Epithel Ussing-Chamber System 

Scientific Instruments, K. Mussler; Deutsch-

land 

Durchflusszytometer CyFlow ML  Partec; Deutschland  

EndOhm-12 Messkammer World Precision Instruments, Deutschland 

Epithelial Volt-Ohm Messgerät Millicell ERS-2 Merck Millipore; Deutschland 

Luminescent Image Analyzer LAS-3000 Fujifilm, Japan  

Fluorescence Mikroskope IX81-ZDC  Olympus; Deutschland  

Gefrierschrank -20°  Liebherr; Deutschland  

Gefrierschrank -80°C Hera Freeze Top  Thermo Scientific; Deutschland  

Konfokales Laserscanning Mikroskop Leica SP5 

II mit CW-STED 

Leica; Deutschland 

Mikroskop CKX41SF Olympus; Japan 

Pipetten  Eppendorf; Deutschland  

Pipettenhelfer Accujet Pro  Brand; Deutschland  

Plate Reader Infinite M1000  Tecan; Deutschland  

SDS-PAGE/Western Blot Chamber Mini  Biometra; Deutschland  

Stickstofftank LS6000 Taylor-Wharton; Deutschland 

Trocken Blot System iBlot® Life technologies; U.S.A. 

Vakuumpumpe Vacusafe comfort  IBS Integra Bioscience; Deutschland  

Vortexer Reax Control  Heidolph; Deutschland  

Wasserbad  Memmert; Deutschland 
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Zellkultur Inkubator C200 Labotec; Deutschland 

Zellzähler TC10 Bio Rad; Deutschland 

Zentrifuge 3K30 SIGMA Laborzentrifugen; Deutschland 

Zentrifugen 5810R und 5430 Eppendorf; Deutschland 

Zeiss Gemini 1530  Carl Zeiss Microscopy GmbH; Deutschland 

PowerPac™ HC Power Supply Bio Rad; Deutschland 

Multipette® plus Eppendorf; Deutschland 

ViewPix 1100 - Scanner System A3 für feuchte 

Gele 

Biostep; Deutschland 

Pipette Xplorer® Eppendorf; Deutschland 

Kritisch-Punkt-Trockner CPD 30 Leica; Deutschland 

 

2.1.10 Verbrauchsmaterialien  

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Anbieter 

Zellkultureinsätze Transwell® Inserts Corning® - VWR International 

Zellkulturflaschen Greiner; Deutschland 

NuPAGE® 10% Bis-Tris Gel Life Technologies; U.S.A. 

12-, 96- Well Platten  Greiner bio-one; Deutschland 

Reaktionsgefäße (15 ml; 50 ml) Greiner bio-one; Deutschland 

 ibiTreat μ-dishes IBIDI; Deutschland 

Reaktionsgefäße (1,5 ml) Greiner bio-one; Deutschland 

Sterile Filter (0,2 μm; 0,45 μm) Millipore, U. S. A. 

Pipettenspitzen  Starlab; Deutschland 

Pipettes (5 ml; 10 ml; 25 ml; 50 ml) Greiner bio-one; Deutschland 

Protran® Nitrozellulosemembran Life Technologies; U.S.A. 

PVDF Membran Life Technologies; U.S.A. 

 

 

 

http://www.bio-rad.com/de-de/sku/1645052-powerpac-hc-power-supply
https://online-shop.eppendorf.de/DE-de/Pipettieren-44563/Elektronische-Pipetten-44565/Eppendorf-Xplorer-PF-9526.html
https://us.vwr.com/store/jump/product/4694443US/Transwell%C2%AE+Inserts,+Sterile,+Corning%C2%AE
https://us.vwr.com/store/jump/product/4694443US/Transwell%C2%AE+Inserts,+Sterile,+Corning%C2%AE


Materialien und Methoden  26 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Kultivierung der Caco-2 Zellen im Transwell® System  

Das in vitro M-Zell Modell wurde zuerst von Kerneis entwickelt [22] und später von Gullberg 

übernommen [137]. Das Protokoll von Gullberg diente als Anleitung für die Kultivierung der 

Caco-2 Zellen in einem in vitro System für Langzeitkulturen in Kombination mit Raji-Zellen als 

Co-Kultur. Dies ermöglichte den Aufbau eines Follikel-assoziierten Epithels (FAE) mit den M-

Zellen in einem Transwell® System (Abbildung 5). 

Für diese Arbeit erwiesen sich die 12-Well Zellkultureinsätze mit einem Membrandurchmesser 

von 1,12 cm
2
 als am besten geeignet. Diese wurden in eine 12-Well Platte platziert. In das basa-

le Kompartiment der 12-Well Platte wurden zunächst 1,5 ml Wachstumsmedium EMEM mit 

Zusätzen (10% FBS, 1%  Glutamin und 1% P/S) zugegeben.  

 

Abbildung 5: Das Schema für die Kultivierung des Follikel-assoziierten Epithelmodells. Das Transwell® 

System bestand aus einem Membraneinsatz, der in eine mit Wachstumsmedium gefüllte Kammer platziert 

wurde. Die Co-Kultur beinhaltete Caco-2 Zellen in Kombination mit Raji-Zellen. Die Mono-Kultur be-

stand nur aus Caco-2 Zellen und wurde als Kontrolle mitgeführt.    

Auf die apikale Seite der Membran wurden 0,5 ml der Caco-2 Zellen (3*10
5
 Zellen/ml) im glei-

chen Wachstumsmedium, wie auf der basalen Seite, ausgesät und bei 37 °C für 14 Tage im 

Brutschrank kultiviert. Der Mediumswechsel erfolgte alle 2 Tage auf der apikalen und basalen 

Seite des Systems. Anschließend wurden 5*10
5
 Raji-Zellen in 1,5 ml Wachstumsmedium in das 

basolaterale Kompartiment des Systems zugegeben und 3 oder 5 Tage in Co-Kultur gehalten. 

2.2.2 Bestimmung des transepithelialen elektrischen Widerstandes  

Die Intaktheit sowie Dichtigkeit der auf der Membran gewachsenen Caco-2 Zellschicht wurde 

nach 14 Tagen mit Hilfe des Volt-Ohm Messgerätes mit der Kammerelektrode EndOhm-12 

(Abbildung 6) überprüft. Dafür wurde das Wachstumsmedium zuerst auf 37 °C vorgewärmt, 

die Elektrodenkammer mit diesem Medium 2 Mal gespült und mit 3 ml Medium gefüllt. An-

schließend kam der Zellkultureinsatz mit den darauf gewachsenen Zellen in die vorbereitete 

Elektrodenkammer. Der TEER (Transepithelialer Elektrischer Widerstand) Wert wurde nach 

folgender Formel ausgerechnet:  
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𝑇𝐸𝐸𝑅 (𝑂ℎ𝑚 ∗ 𝑐𝑚2) = 𝑅 × 𝐴 

R entspricht dabei dem Widerstand über dem Monolayer (Ohm) und A der Oberfläche der Zell-

schicht (cm²) auf der Membran. 

 

 

Abbildung 6: Elektrodenkammer ENDOHM-12 zur Messung des transepithelialen elektrischen Wider-

standes in einem 12-Well Zellkultureinsatzes.  

2.2.3 Bestimmung des scheinbaren Permeabilitätskoeffizienten  

Der sogenannte scheinbare „Permeabilitätskoeffizient“ (Papp, apparent permeability coefficient) 

ist ein gebräuchlicher Parameter zur Angabe der Durchlässigkeit der auf der Membran gewach-

senen Zellschicht für eine bestimmte Substanz. Daraus können auch Erkenntnisse über die mög-

liche Absorption und Permeabilität des Epithels gezogen werden.  

Oral verabreichte Substanzen zeigen üblicherweise einen Papp-Wert von 10
-6

 cm/sec [161]. 

Daraus kann man ableiten, dass ein Papp-Wert unter 1*10
-6

 cm/sec eine gute Zelldichte und 

somit eine hohe Intaktheit aufweist. Dieser wird mit nach folgender Gleichung berechnet: 

𝑃𝑎𝑝𝑝 (𝑐𝑚 𝑠⁄ ) =
𝑑𝐶

𝑑𝑡
×

𝑉

𝐴 × 𝐶𝑜
 

dC/dt entspricht dabei dem Substanzflux über den Monolayer (μg/sec), A der Oberfläche der auf 

der Membran gewachsenen Zellschicht (cm²) und C0 der Ausgangskonzentration im Donor-

kompartiment (μg/ml).  

2.2.4 Analyse des Zellwachstums im Transwell® System 

Die Untersuchung des Wachstumsverhaltens der Caco-2 Zellen im Transwell® System wurde 

mittels CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) durchgeführt. 

Zuerst wurde das komplette Medium apikal und basolateral aus den Wells abgesaugt und mit 
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angereichertem Medium gespült. Dann kamen apikal 400 µl und basal 1200 µl CellTiter 96® 

AQueous One Solution Reagent verdünnt mit Medium in einem Verhältnis 1 zu 5. Nach 1,5 h 

Inkubation im Brutschrank wurde die Reaktion mit 10% SDS-Lösung gestoppt. Die zu messen-

de Lösung wurde in eine 96-Well-Platte überführt und anschließend das Absorptionssignal bei 

490 nm am Plate Reader Tecan Infinite® M1000 PRO gemessen.  

2.2.5 Zellzahlbestimmung 

Zur Zellzahlbestimmung der adhärenten Caco-2 Zellen wurden die Zellen mit 0,25%iger 

Trypsin-EDTA Lösung abgelöst und nach dem Zentrifugieren bei 120 g 3 min wieder im ange-

reicherten Medium resuspendiert. Für die Zählung wurden 20 μl der Zellsuspension mit 20 μl 

Trypanblaulösung resuspendiert und nach etwa 20 Sekunden gemessen. Dabei diente Trypan-

blau zur Färbung der toten Zellen. Die Messung der Zellzahl erfolgte automatisch mithilfe des 

Gerätes TC 10 von Bio Rad.  

2.2.6 Diffusionsfähigkeit der Substanzen im Transwell® System 

Für diesen Test wurden 12-Well-Inserts mit einem Durchmesser von 1,12 cm
2
 verwendet. Die 

NP wurden im angereicherten Wachstumsmedium auf eine Konzentration von 150 µg/ml ver-

dünnt und 0,5 ml apikal in die Kultureinsätze zugegeben. In das basolaterale Kompartiment 

kamen 1,5 ml Medium. Nach 2 h oder 4 h wurden aus der basalen Seite jeweils 200 µl für die 

Messung am Plate Reader Tecan Infinite® M1000 PRO zur Detektion entnommen. Zur Berech-

nung des Gehaltes wurde eine Eichgerade aus der eingesetzten Lösung mit einer Konzentrati-

onsreihe zwischen 0,146 µg/ml und 300 µg/ml mitgeführt.  

2.2.7 Bestimmung der Transzytoserate der fluoreszenz-markierten 

Substanzen im Transwell® System 

Zur Bestimmung der Transportrate der fluoreszenz-markierten Substanzen durch die Zellschicht 

wurden die Zellen wie oben beschrieben im Transwell® System kultiviert. Am Tag 17 oder 19 

wurden die Zellkultureinsätze mit der darauf gewachsenen Caco-2 Zellschicht in eine frische, 

mit 1,5 ml Wachstumsmedium gefüllte, 12-Well Platte umgesetzt. Anschließend wurde das 

apikale Medium gegen 0,5 ml Medium mit gewünschter NP Konzentration (10, 20, 40, 150, 300 

oder 600 µg/ml) ersetzt und bei 37 °C 4 h oder 24 h im Brutschrank inkubiert. Anschließend 

wurden von apikaler und basolateraler Seite jeweils 200 µl entnommen und für die Messung der 

Fluoreszenzintensität am Fluoreszenzspektrometer Tecan Infinite® M1000 PRO in eine 96-

Well Platte überführt. Die Menge der durch die Zellschicht transportierten Substanzen konnte 

anhand einer Eichgerade bestimmt werden. 
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2.2.8 Messung der Transzytoserate des hPYY mittels ELISA System 

Die Detektion des humanen PYY nach der Transzytose erfolgte mittels ELISA Kits von Millip-

ore. Die Durchführung erfolgte nach der Anleitung des Herstellers.   

In dieser Arbeit stand die Bestimmung der Transportrate durch die im Transwell® System kul-

tivierten Zellen im Vordergrund. Dafür wurden die Caco-2 Zellen in Mono- oder Co-Kultur wie 

oben beschrieben 17 Tage lang kultiviert. Auf die apikale Seite der Zellschicht wurden 0,5 ml 

der mit PYY beladenen Chitosan NP zugegeben und 4 h oder 24 h bei 37 °C inkubiert. Als Posi-

tivkontrolle wurde freies PYY in gleicher Konzentration wie bei den mit PYY beladenen NP 

eingesetzt. Für die Messung der PYY Konzentration wurde jeweils 200 µl der auf die basolate-

rale Seite der Zellkultur transportierten Proben entnommen. Dabei wurden drei unterschiedliche 

Ansätze vorbereitet (Abbildung 7). Die Proben wurden mit 40 000 g 20 min zentrifugiert. Der 

Überstand (Abbildung 7 C) wurde anschließend in ein frisches Gefäß überführt und das Pellet 

(Abbildung 7 B) im gleichen Volumen 200 µl Probenpuffer, der im ELISA Kit verwendet wird, 

resuspendiert. 

 

Abbildung 7: Vorbereitung der PYY-haltigen Proben zur Messung mittels ELISA Methode. (A) Gesamt-

probe: die mit PYY beladenen Chitosan Nanopartikel; (B) Pellet: das abzentrifugierte Pellet mit GCPYY 

NP (Glycolchitosan PYY Nanopartikel), resuspendiert im Probenpuffer (pH 8.5); (C) Überstand: nach 

dem Abzentrifugieren der GCPYY NP im Wachstumsmedium.  

Davon wurden wie in der Herstelleranleitung gefordert jeweils 20 µl der PYY-haltigen Probe 

für die Messung der Transzytoserate sowie für die Kalibrierungskurve eingesetzt. 

2.2.9 Durchflusszytometrie 

Die quantitative Analyse der Internalisation der NP erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Da-

bei besteht die Möglichkeit die Aufnahme und die Bindung der fluoreszenz-markierten Sub-

stanzen quantitativ zu bestimmen. Das dabei erzeugte Streu- und Fluoreszenzlicht wird detek-

tiert. Unbehandelten Zellen dienen dabei als Negativkontrolle und zur Auswahl der Zellpopula-

tion. Die Auswertung der Daten erfolgte mittels FCS Express V4 Software.  
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2.2.9.1 Untersuchung der Aufnahme der Nanopartikel mittels 

Durchflusszytometrie 

Zur Bestimmung der Fähigkeit der Caco-2 Zellen ein bestimmtes NP aufzunehmen, wurden 

1*10
5
 Caco-2 Zellen in eine 12-Well Platte ausgesät und 3 Tage bei 37 °C kultiviert. Anschlie-

ßend kamen die zu testenden NP gelöst im Wachstumsmedium auf die Zellen für 4 h oder 24 h. 

Nach der gewünschten Inkubationszeit wurden die adhärenten Caco-2 Zellen mit 0,25% 

Trypsin-EDTA abgelöst und bei 1000 g für 3 min in der Eppendorf Zentrifuge 5430 abzentrifu-

giert. Die Proben wurden 3 Mal mit PBS gewaschen und zentrifugiert. Das in 2 ml PBS resus-

pendierte Zellpellet wurde anschließend im Durchflusszytometer analysiert, um die Aufnahme 

zu quantifizieren. Die Anregung der mit Bodipy1 und Bodipy2 markierten NP erfolgte mit dem 

488 nm Laser und die Detektion der Emission in dem 527 nm Bandpassfilter. Die mit RBITC 

markierten NP konnten am besten mit dem 561 nm Laser angeregt und in dem 610 nm Band-

passfilter detektiert werden. Die Fluoreszenzintensität korreliert dabei mit der Fähigkeit der 

Zellen die fluoreszenz-markierten NP aufzunehmen. 

2.2.9.2 Untersuchung der Inhibitorenwirkung mittels Durchflusszytometrie  

Um die Wirkung der Inhibitoren auf die Aufnahme der NP zu untersuchen, wurden 1*10
5
 Caco-

2 Zellen in eine 12-Well Platte ausgesät und 3 Tage bei 37 °C kultiviert. Danach wurden die 

adhärenten Zellen für 45 min mit einem Inhibitor (Tabelle 3), der vorher auf eine bestimmte 

Konzentration mit Wachstumsmedium verdünnt wurde, vorbehandelt. Anschließend wurde die 

NP Suspension dazu pipettiert und 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Einwirkzeit wurden die 

Caco-2 Zellen mit 0,25% Trypsin-EDTA abgelöst und bei 1000 g für 3 min abzentrifugiert. 

Nach 3 Mal Waschen mit PBS und Zentrifugieren wurde das Zellpellet in 2 ml PBS resuspen-

diert. Die Wirkung der Inhibitoren auf die Aufnahme der NP wurde mittels Durchflusszytomet-

rie im CyFlow ML untersucht. Die quantitative Aufnahme der Substanzen wurde mithilfe des 

Medians der Fluoreszenzintensität bestimmt.   

2.2.10  Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie  

Zur Visualisierung der Zellkompartimente und der Internalisation der NP wurden die Zellen 

entweder 3 Tage in der µ IBIDI Schale oder 17 Tage in dem Transwell® System kultiviert. Je 

nach Ziel des Versuchs fand eine Vorinkubation mit den NP statt. Vor der Färbung wurden die 

Zellkulturen mit HBSS mit Ca
2+

 und Mg
2+

 gewaschen. Die auf dem Transwell® Membran ge-

wachsenen Zellen wurden vorsichtig aus den Zellkultureinsätzen ausgeschnitten. Diese wurde 

dann auf ein Deckgläschen platziert, mit dem entsprechenden Farbstoff (Tabelle 11) bedeckt 

und sofort unter dem Mikroskop Leica SP5 II analysiert. Die Proben in den µ IBIDI Schalen 

wurden etwa 15 min mit dem Farbstoff im Brutschrank bei 37 °C inkubiert und im konfokalem 
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Laserscanning Mikroskop Leica SP5 II angeschaut. Um die Überlappung der Kanäle zu vermei-

den, wurde ein sequenzielles Scanning der Proben durchgeführt. 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Farbstoffe zur Visualisierung der Zellkompartimente und der 

NP sind in der Tabelle (Tabelle 11) zusammengefasst und wurden anhand des Fluoreszenzsig-

nals detektiert.   

Tabelle 11: Farbstoffe zur Visualisierung der Zellstrukturen oder der NP 

2.2.10.1  Visuelle Analyse der Aufnahme der NP  

Zum besseren Verständnis der Verteilung der NP innerhalb der Zelle und der Bindung an die 

Zelloberfläche wurden die Caco-2 Zellen mit den NP mit einer Konzentration von 150 µg/ml im 

Wachstumsmedium bei 37 °C im Brutschrank 0,5 h, 1 h, 2 h ,4 h oder 24 h inkubiert. Anschlie-

ßend wurden die nicht aufgenommenen oder nicht adsorbierten NP im Überstand durch frisches 

Medium ersetzt. Die Aufnahme der NP in die Zellen wurde im konfokalem Laserscanning Mik-

roskop Leica SP5 II analysiert.  

2.2.10.2  Visualisierung der Zellstrukturen  

Die Farbstoffe CellMask™ Orange, WGA-488 und Phalloidin-FITC und dienten der Darstel-

lung der Zellmembran bzw. des F-Aktins, während der DRAQ5 zur Anfärbung der Zellkerne 

verwendet wurde (Tabelle 4). 

Farbstoff Konzentration Exzitation Emission Anzufärbende 

Struktur 

Calcein-AM 2 µg/ml 496 510-560 Lebende Zellen 

CellMask™ Orange 1 µg/ml 561 570-600 Zellmembran 

DRAQ5 2 µg/ml 633 680-710 Zellkern 

RBITC laut NP 561 580-620 GC NP 

Bodipy1 laut NP 488 510-540 PS-COOH NP 

Bodipy2 laut NP 514 530-560 PS-NH2 NP 

MitoTracker® 1 µg/ml 488 500-540  Mitochondrien 

Phalloidin-FITC 1 µg/ml 488 500-540 Aktin/Zellmembran 

Propidiumiodid 50 µg/ml 561 590-625 Tote Zellen 

WGA 488 1 µg/ml 488 520-550 Zellmembran 
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Zur qualitativen Untersuchung der lebenden und der toten Zellen in dem Transwell® System 

wurden die Zell-Layer mit Calcein-AM und PI (Tabelle 4) angefärbt. Diese Methode beruht auf 

der Eigenschaft des Propidiumiodids durch eine perforierte Membran durchzudringen und somit 

eine tote Zelle sichtbar zu machen. Calcein-AM diente der Visualisierung der lebenden Zellen. 

Die lebenden Zellen sind in der Lage das nicht-fluoreszierende Calcein-AM mithilfe des intra-

zellular liegenden Enzyms Esterase in grün-fluoreszierende Calcein hydrolytisch umzuwandeln.  

Der Farbstoff MitoTracker®  (Tabelle 4 ) ist in der Lage an die Mitochondrien zu binden und 

somit diese sichtbar zu machen. 

2.2.11  Bestimmung der Zytotoxizität der Nanopartikel  

Zur Untersuchung der toxischen Wirkung der Substanzen bzw. der Nanopartikel auf die Zellen 

wurde das CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay benutzt. Dafür wurden 10 000 

Caco-2 Zellen in 200 µl angereichertem Medium in eine 96-Well Platte ausgesät und 24 h im 

Brutschrank bei 37 °C kultiviert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und gegen 100 

µl der jeweiligen Testlösung mit entsprechender Konzentration der Partikel ersetzt. Als Nega-

tivkontrolle wurden Zellen ohne NP mitgeführt. Daraufhin wurden die Zellen 4 h und 24 h im 

Brutschrank inkubiert. Zur Testdurchführung kamen dann in jedes Well je 100 µl des CellTiter-

Glo® Reagents (bestehend aus Substrat und Puffer). Nach 2 min auf dem Orbitalschüttler wur-

den die Caco-2 Zellen lysiert. Die anschließenden 15 min bei Raumtemperatur dienten der Sta-

bilisierung des Lumineszenzsignals. Die Detektion der Lumineszenz erfolgte am Plate Reader 

Tecan Infinite® M1000 PRO. 

2.2.12  Funktionalisierung der NP durch Aufreinigung der harten 

Proteinkorona  

Für die Untersuchung der Proteinbindung und somit die Bildung einer Proteinkorona an der 

Oberfläche der NPs wurden jeweils 150 µg/ml PS oder GC Partikel mit 15 µg/ml Protein WGA, 

das vorher in PBS gelöst wurde, 1 h bei 37 °C auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurde 

EMEM oder EMEM mit FBS dazugegeben und 0,5 h bei 37 °C inkubiert. Die Zentrifugation 

erfolgte 1 h lang mit 20 000 g bei 4 °C und der Überstand wurde verworfen. Das anschließende 

Resuspendieren in PBS diente der Entfernung der weichen Proteinkorona. Jede Probe wurde 3 

Mal mit PBS gewaschen. Daraufhin wurde das Pellet in 50 µl Urea/Thiourea-Puffer resuspen-

diert und 15 min bei 37 °C, 600 upm auf dem Schüttler gelöst. Dieser Ansatz wurde anschlie-

ßend zur quantitativen Bestimmung des Proteingehaltes und zur Durchführung der SDS-PAGE 

mit anschließender Coomassie-Brillant-Blau Färbung oder Nachweis mittels Western-Blot ver-

wendet. Zum Aufbewahren der Proben wurden diese bei -20 °C gelagert.  
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2.2.13  Bestimmung des Proteingehaltes  

Zur Berechnung des Proteingehaltes in der Probe wurde ein kommerziell erworbenes Pierce™ 

660nm Protein Assay Reagenz verwendet. Dafür wurden je 10 µl der proteinhaltigen Probe mit 

150 µl Reagenz vermischt, 1 min geschüttelt und nach 5 min Inkubation gemessen. Die Absorp-

tion wurde bei 660 nm am Plate Reader Tecan Infinite® M1000 PRO detektiert. Zur Berech-

nung des gesamten Proteingehaltes wurde eine Eichgerade aus BSA mit einer Konzentrations-

reihe zwischen 25 µg/ml und 1000 µg/ml mitgeführt. 

2.2.14  SDS-PAGE  

Die qualitative Analyse der Bindung eines bestimmten Proteins an die unterschiedlichen Parti-

kel wurde eine Polyacrylamidgelelektrophorese durchgeführt. Dafür wurde ein kommerziell 

erworbenes 10%iges NuPAGE® Bis-Tris Gel verwendet. Die Probenvorbereitung erfolgte nach 

der Anleitung des Herstellers, wobei alle Lösungen in einem bestimmten Verhältnis zueinander 

pipettiert wurden (Tabelle 12). 

Tabelle 12: Pipettierschema für die Polyacrylamidgelelktrophorese 

Reagenz Volumen 

Probe X µl 

NuPAGE® LDS Sample buffer 4x 2,5 µl 

NuPAGE® Reducing agent 10x 1 µl 

Deionisiertes Wasser auf 6,5 µl  

Totales Volumen 25 µl 

 

Nach dem Zusammenpipettieren der Proben wurden diese für 10 min bei 70 °C erhitzt und je 25 

µl auf das Gel aufgetragen. Der SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard diente als Marker 

für die Proteine. Zur Kontrolle wurde das bekannte Protein WGA und 1:200 in deionisiertem 

Wasser verdünntes FBS mitgeführt. Das Gel wurde in die dafür vorgesehene Apparatur plat-

ziert, die mit NuPAGE® MES SDS Running Buffer 1x aufgefüllt wurde, und an PowerPac™ 

HC Power Supply angeschlossen. Die Auftrennung der Proteine lief 60 min bei 100 V. An-

schließend wurden die gesamten Proteine mit Coomassie-Brillant-Blau gefärbt. Das Protein 

WGA wurde im Western-Blot über die Bindung des spezifischen Antikörpers nachgewiesen.  

2.2.15  Coomassie-Brillant-Blau Färbung der Proteine auf dem Gel 

Die Proteine wurden mit einer selbsthergestellten Coomassie-Brillant-Blau Lösung angefärbt. 

Dafür wurden eine Fixierungs- und eine Färbelösung mit folgender Zusammensetzung ange-

setzt: 
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 Fixierungslösung 

 10% Essigsäure (aus 99,7%iger Stammlösung)  

 40% Ethanol 

 Auf 100 ml deionisiertes Wasser 

 Färbelösung 

 10% Ammoniumsulfat (10 g) 

 2% Phosphorsäure (2,35 g der 85% Phosphorsäure) 

 0,1% CBB G250 (0,1 g) 

 In 100 ml deionisiertes Wasser lösen 

 Kurz vor der Benutzung 25 ml Methanol dazugeben 

Das Gel wurde für 2 h mit der Fixierungslösung bedeckt und anschließend 3 Mal je 10 min mit 

deionisiertem Wasser gewaschen. Für die nächsten 24 h wurde das Gel in die Färbelösung ge-

legt. Das 3-malige Waschen des Gels mit 1%iger Essigsäure und anschließendem Platzieren im 

Wasser beendete das Färbeprotokoll. Die Gelbanden wurden mit ViewPix 1100 - Scanner Sys-

tem aufgenommen.  

2.2.16  Western-Blot  

Der qualitative Nachweis eines bestimmten Proteins erfolgte über das Western-Blot System. 

Nachdem die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt wurden, erfolgte eine Übertragung der 

Proteine auf eine Membran. Dafür wurde das Trocken Blot System iBlot® mit Einstellung Pro-

gramm 2 und PVDF Membranen verwendet.  

Nach der Überführung der Proteine auf die Membran wurden diese 30 min mit Block-Lösung (5 

ml Wasser, 2 ml Blocker A, 3 ml Blocker B) behandelt. Nach 2 Mal Waschen mit Wasser wur-

de die Membran für 1 h in die Lösung mit primärem AK bei Raumtemperatur inkubiert. An-

schließend wurde die Membran mit Waschpuffer (Antibody Wash Solution) 3 Mal gewaschen 

und mit sekundärem AK, der mit Alkalischen Phosphatase gekoppelt ist, für 1 h inkubiert. Zum 

Abschluss wurde die Membran mit Waschpuffer und Wasser gewaschen und mit dem CDP-

Star® Substrat bedeckt. Die Aufnahme des Signals erfolgte in einer Detektionskammer Lumi-

nescent Image Analyzer LAS-3000.  

2.2.17  Untersuchung der Transportrate der NP mittels Ussing-Chamber 

Systems  

Neben dem Modell im Transwell® System wurde eine weitere Methode, genannt Ussing-

Chamber (Kammer) System, herangezogen. Diese diente ebenfalls der Analyse der Transzytose 

der Substanzen durch eine Zellschicht. Der signifikante Unterschied zum in vitro Transwell® 

System lag darin, dass ein ex vivo Gewebestück von Schweinedarm, eingespannt in eine Ussing-

Kammer, verwendet wurde.  
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2.2.17.1  Organentnahme und Präparation der Epithelien 

Die verwendeten Darmepithelien stammten von Schweinen im Alter zwischen 9-12 Monaten 

von Hofgut Acker in Bodenheim am Rhein. Die Tiere wurden elektrisch betäubt und sofort 

getötet. Unmittelbar nach dem Öffnen der Bauchdecke wurde ein 15 cm langes Stück direkt 

nach dem Magenende, der Duodenumabschnitt, entnommen und in eine mit kalter NTS Lösung, 

bestehend aus Base 1 und 2 (Tabelle 13), gefüllten Schottflasche zum Transport überführt.   

Tabelle 13: Zusammensetzung der kommerziell erworbenen NTS Lösung nach Zusammenmi-

schen der beiden Basen im Verhältnis 1:1.  

Substanz Konzentration 

NaCl 126,7 mM 

KCl 5,4 mM 

CaCl2 1,8 mM 

MgCl2 1,05 mM 

NaH2PO4 0,42 mM 

NaHCO3 22 mM 

Glucose 10 mM 

 

Im Labor wurde der Schweinedarm zügig präpariert (Abbildung 8) und zwischen zwei Us-

sing-Kammerhälften eingespannt.  

 

(A) Das etwa 10 cm große Stück Duodenum 

wurde zunächst von Mesenterium befreit und 

an der Mesenterium-Linie aufgeschnitten. Das 

Gewebe wurde in der NTS Lösung gründliche 

gespült und in der kalten NTS Lösung auf Eis 

platziert.  

 

(B) Die mukosal liegende Innenseite des 

Zwölffingerdarms weist eine Vielzahl von 

Ringfalten auf, die durch die Schleimhaut (Tu-

nica mucosa) geschützt sind.  

A 

B 
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(C) Als Nächstes wurden die Tunica serosa und 

Muskelschicht (Tunica muscularis) sehr vor-

sichtig von der Schleimhautschicht entfernt (= 

Strippen).  

 

(D) Nach der Präparation des Gewebes lagen 

Tunica mucosa und Tela submucosa (nachfol-

gend als Epithel bezeichnet) mit darin verlau-

fenden Blutgefäßen frei.  

 

 

(E) Ein Stück Epithel wurde anschließend pas-

send ausgeschnitten und zwischen zwei Kam-

merhälften eingespannt. Der schwarze Silikon-

ring diente als Pufferung, um Quetschungen 

des Gewebes zu vermeiden.  

Abbildung 8: Präparation des Duodenums vom Schwein zum Einspannen in die Ussing-Kammer. Wäh-

rend der Vorbereitung befand sich das Gewebe in der NTS Lösung auf Eis. A) Zwölffingerdarmstück. B) 

Innenseite des Duodenums mit Ringfalten. C) Das Ablösen der Muskel- und Serosaschicht. D) Die frei-

liegende Schleimhautschicht (Tela submucosa) mit sichtbaren Blutgefäßen. E) Ausgeschnittenes Stück 

Epithel gespannt über die Nadeln einer Kammerhälfte (rechts) und schwarzer Silikonring (links) auf der 

zweiten Kammerhälfte.  

2.2.17.2  Versuchsaufbau und Inkubation des Epithelgewebes  

Der Versuchsaufbau und die Durchführung erfolgte in Anlehnung an das Protokoll des Begrün-

ders des Systems, Herrn Ussing [141, 142]. Das für die Versuche verwendete Ussing-Kammer 

System besteht aus 6 Ussing-Kammern. Eine Ussing-Kammer setzt sich aus zwei Plexiglas-

C 

D 

E 
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halbkammern, zwischen die ein Epithelstück so eingespannt wird, dass die mukosale Seite nach 

rechts und die serosale Seite nach links ausgerichtet ist (Abbildung 9). Die mukosale Seite des 

Epithels entspricht dabei der luminalen Seite des Dünndarms und der apikalen Seite im Trans-

well® System. Die serosale Seite entspricht dem basolateral liegenden Kompartiment in dem 

Transwell® System und somit der Blutseite des Modells. Um Quetschungen an den Rändern der 

1,0 cm
2
 großen Epithelfläche zu vermeiden, wurde ein Silikonring zwischen Gewebe und Plexi-

glas platziert. In jede Kammerhälfte kamen 2 ml der entsprechenden Lösung, die auf beide Sei-

ten gleichzeitig pipettiert wurde, um Druckunterschiede auf das Gewebe zu vermeiden. 

 

Abbildung 9: Ussing-Kammer mit Gasliftapparatur: Die mukosale Seite des Epithels entspricht der lumi-

nalen Seite und die serosale Seite der Blutseite. Die Zugabe der Nanopartikel-haltigen Lösung fand auf 

der mukosalen Seite statt und entsprach somit dem Transport der Substanzen aus Dünndarmlumen durch 

Enterozyten ins Blut. Messung der transepithelialen Potenzialdifferenz wurde mittels Ag/AgCl Elektro-

den durchgeführt.  

Die NTS-Lösung mit der zu testenden Substanz wurde auf die mukosale und die reine NTS-

Lösung auf die serosale Seite gefüllt. Alle Lösungen wurden auf 38 °C vorgewärmt. Die 6 

Kammern wurden zwischen zwei Wärmetauschern (Leisten), die an ein Wasserbad mit Ther-

mozirkulator angeschlossen waren, eingespannt. Zur Erhaltung des Gewebes wurden alle Kam-

mern mit Carbogen begast. Carbogen ist die Bezeichnung für ein Gasgemisch aus 95% Sauer-

stoff (O2) und 5% Kohlendioxid (CO2). Durch Begasung erfolgte eine kontinuierliche Durchmi-

schung des Puffers bzw. der zugegebenen Substanzen und somit konnte die Bildung von unge-

rührten Lösungsschichten an der Epitheloberfläche vermieden werden. Bei einer Temperatur 

von 38 °C und Begasung mit Carbogen betrug der pH-Wert der Puffer 7,4. Zur Messung elekt-

rophysiologischer Parameter wurden je Kammer vier Ag/AgCl Elektroden verwendet 
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(Abbildung 9). Sie dienten der Erfassung des Gewebepotentials und zur Einleitung des Stroms. 

Die Inkubation des Gewebes erfolgte über 4 h.  

2.2.18  Rasterelektronenmikroskopie  

Die Rasterelektronenmikroskopie diente der Analyse der Oberfläche der für 14 Tage im Trans-

well® System gewachsenen Caco-2 Zellen und der Untersuchung des Adhäsionsverhaltens der 

NP. Dafür wurden die Zellkultureinsätze, mit den auf der PC Membran gewachsenen Caco-2 

Zellen, mit PBS gewaschen und mit 2,5%igem Glutaraldehyd sowie 1%igem Osmiumtetroxid je 

30 min bei 37°C fixiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS erfolgte die Entwässerung 

über eine aufsteigende Isopropanolreihe jeweils für 5 Minuten. Dafür wurden 30%, 50%, 70%, 

90% und 100% Isopropanol verwendet. Proben durften nicht trocken fallen und wurden in 

100%igem Isopropanol über Nacht aufbewahrt. Der Austausch des Isopropanols gegen flüssiges 

CO2 im Kritisch-Punkt-Trockner CPD 30 erfolgte nach der Anleitung des Herstellers. Kurz 

zusammengefasst, nach 9 Durchgängen wandelt sich flüssiges CO2 in gasförmiges CO2 um, 

ohne eine Phasengrenze zu passieren. Dadurch wird ein schonender Prozess der Dehydrierung 

erreicht. Gasförmiges CO2 wird nach Abschluss der Trocknung langsam abgelassen und die 

Proben mit einer 5 nm dünnen Platinschicht bedampft. 
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3 Ergebnisse und Diskussion   

3.1 Etablierung des Transwell® Systems in 12- und 24-Well 

Zellkultureinsätzen 

3.1.1 Reifung der Caco-2 Zellen in einer Langzeitkultur  

In erster Linie stand die Charakterisierung der Langzeitzellkultur in einem Transwell® System 

im Vordergrund. Dafür wurden die Caco-2 Zellen in einem Kultureinsatz im Transwell® Sys-

tem für 14 Tage ausgesät. Die Polycarbonat-Membran ermöglichte dabei die Versorgung der 

Zellen mit den Nährstoffen von beiden Seiten, der apikalen und der basolateralen Zelloberflä-

che. Die Rasterelektronenmikroskopie ist eine geeignete Methode um die Oberfläche der adhä-

renten Zellen zu untersuchen und die Strukturen ohne Einsatz der Fluoreszenzfärbung darzustel-

len. Die Aufnahmen haben gezeigt, dass sich nach 14 Tagen Kultivierung der Caco-2 Zellen 

eine konfluente polarisierte Schicht der dicht nebeneinander gewachsenen Zellen gebildet hat 

(Abbildung 10 A). Es ist ein deutlich ausgeprägter Bürstensaum mit den etwa 1 µm großen 

Mikrovilli an den Zellrändern zu erkennen (Abbildung 10 B). Die gut ausgebildeten Mikrovilli 

führen zu einer 20 - 30-fachen Oberflächenvergrößerung im Darmbereich. Den Literaturanga-

ben zufolge liegt die Länge der Mikrovilli bei 1 µm [162]. Dies korreliert mit den festgestellten 

Ergebnissen.     

 

Abbildung 10: Darstellung der Oberfläche der Caco-2 Zellen nach 14-tägigem Wachstum im Transwell® 

System mithilfe der Rasterelektronenmikroskopie. (A) Zellschicht auf der PC Membran, bestehend aus 

mehreren dicht nebeneinander gewachsenen Caco-2 Zellen. (B) Ausschnitt der Zelloberfläche einer Caco-

2 Zelle mit deutlich sichtbaren Mikrovilli.   

Wie es in der Literatur schon berichtet wurde, zeigt sich der Grad der Reifung der epithelialen 

Zellen wie Caco-2 durch eine starke Ausbildung der Mikrovilli an der apikalen Zelloberfläche 

am 12.-14. Tag der Kultivierung [125]. Eine große Vielzahl an Mikrovilli präsentiert die typi-

schen Eigenschaften einer morphologischen und funktionellen Differenzierung der reifen 

Epithelzellen [126-128]. 



Ergebnisse und Diskussion  40 

 

Eine weitere Methode, die Transmissionselektronenmikroskopie, wurde verwendet, um eine 

Caco-2 Zelle im Querschnitt auf das Wachstum der Mikrovilli zu untersuchen. Die Aufnahmen 

bestätigen ebenfalls das Vorhandensein eines Bürstensaums mit  ausgeprägten Mikrovilli auf 

der apikalen Seite der Zelle nach 14 Tagen Wachstum im Transwell® System (Abbildung 11). 

 

Abbildung 11: Caco-2 Zellen mit definierter Mikrovilli-Struktur auf der apikalen Zelloberfläche nach 14 

Tagen Wachstum auf der Polycarbonat-Membran im Transwell® System. Die Präparate wurden zuerst 

über eine aufsteigende Isopropanolreihe dehydriert und anschließend im Harz eingebettet. Die Aufnah-

men wurden unter Verwendung von Transmissionselektronenmikroskopie gemacht. 

In der nächsten Untersuchung der Caco-2 Zellen in einer Langzeitkultur sollte die Expression 

des Enzyms Intestinale Alkalische Phosphatase (IALP) analysiert werden. Dieses Enzym ist in 

der Lage die Monophosphatester zu hydrolysieren und spielt dabei eine wichtige Rolle bei der 

Verdauung und Adsorption der Nährstoffe im Darm. Dieses membranständige Bürstensaumpro-

tein ist ein typisches Merkmal für die reifen Enterozyten nach der Differenzierung [122-124]. 

Wie die Aufnahmen zeigen, bindet ein Antikörper, anti-IALP, an das Enzym IALP in Mono- 

und Co-Kultur (Abbildung 12 A+B) und gibt somit einen Hinweis auf das Vorhandensein dieses 

Enzyms. Eine weitere Methode, die Durchflusszytometrie, zeigte quantitativ die Expression des 

Enzyms, wobei in beiden, Mono- und Co-Kultur, ungefähr die gleiche Menge an exprimiertem 

Enzym IALP detektiert wurde (Abbildung 12 C). Manche Studien haben über einen weiteren 

Marker Glycoprotein-2 (GP-2), das für die M-Zellen in den humanen Peyerschen Plaques spezi-

fisch ist, berichtet [25]. Aus diesem Grund wurde ebenfalls eine Analyse mithilfe der Durch-

flusszytometrie durchgeführt. Bei den Messungen konnte keine Expression des GP-2 in den 

Caco-2 Zellen feststellt werden (Abbildung 12 C). Eine  Untersuchung mithilfe des cLSM be-

stätigte die Ergebnisse, dass weder in Co-Kultur noch in Mono-Kultur ein GP-2 Protein expri-

miert wird. Eine weitere Literaturrecherche zeigte den Grund. Das membranständige GP-2 wird 

als Glycosylphosphoinositol in Pankreas exprimiert und aufgrund einer hormonellen Stimulati-

on zusammen mit Zymogenen in das Duodenum freigesetzt  [163]. Vermutlich interagiert das 

GP-2 mit den Epithelzellen und bleibt verankert in der Epithelmembran. Diese Information im 

Zusammenhang mit den Ergebnissen verdeutlicht, dass dieses Protein nur in einem in vivo Ge-

webe und nicht in in vitro Kultur der Caco-2 Zellen nachgewiesen werden kann.  
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Abbildung 12: Expression der Intestinalen Alkalischen Phosphatase (IALP) bei Caco-2 Zellen kultiviert 

im Transwell® System als (A) Mono-Kultur und (B) als Co-Kultur. Die IALP wurde mit anti-IALP-FITC 

(grün) und der Zellkern mit DRAQ5 (blau) angefärbt. Die Bilder wurden mittels konfokaler Laserscan-

ning Mikroskopie aufgenommen. (C) Expression des Enzyms IALP oder Proteins GP-2 in Mono- und 

Co-Kultur (Detektion erfolgte mittels Durchflusszytometrie).  

Zum Vergleich der Größe und der Anordnung der Caco-2 Zellen in einer Langzeit- gegenüber 

einer Kurzzeitkultur wurden die Zellen für 14 Tage oder nur für 3 Tage ausgesät. Interessanter-

weise konnte ein deutlicher Unterschied in Ausbreitung und der Anordnung der Zellen festge-

stellt werden. Während die Zellen nach 3 Tagen Kultivierung eher sehr flach mit etwa 2-4 µm 

Höhe und 20 µm Zellkerndurchmesser ausgedehnt waren, zeigten die Zellen nach 14 Tagen 

Kultivierung eine Höhe von 18-20 µm  und 10 µm Zellkerndurchmesser (Abbildung 13 A+B). 

Diese Feststellung bestätigt die Annahme, dass die Caco-2 Zellen nach 2 Wochen einen sehr 

dichten impermeablen Epithelrasen bilden können und sind dadurch als ein Modell der intesti-

nalen Barriere zur Analyse der Transportkapazität der medizinisch relevanten Substanzen ge-

eignet.  

 

Abbildung 13: Darstellung der Caco-2 Zellschicht (A) nach 14 Tagen Wachstum auf der Polycarbonat-

Membran mit 3 µm Porengröße und (B) nach 3 Tagen Wachstum in einer µ-Schale. Die Zellmembran 

wurde mit CellMask™ Orange (grün) und der Zellkern mit DRAQ5 (blau) angefärbt. Die Bilder wurden 

mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie aufgenommen.   
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3.1.2 Untersuchung des Caco-2 Zellwachstums auf unterschiedlichen 

Membrantypen  

Zur weiteren Etablierung des Transwell® Systems wurden die Zellkultureinsätze mit unter-

schiedlichen Membrantypen getestet. Für diesen Test wurde eine Polycarbonat-Membran mit 

einem Porendurchmesser von 3 µm (Abbildung 14 A) und eine PTFE-Collagen-Membran 

(Abbildung 14 C) gewählt. Dafür wurden die Caco-2 Zellen in einer Langzeitkultur für 14 Tage 

ausgesät und anschließend mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie untersucht. Die Fär-

bung der Membran gab einen Aufschluss über die Lokalisation der Zellen auf den Membranen. 

Die Aufnahmen haben gezeigt, dass auf beiden Membrantypen die Epithelzellen apikal einen 

dichten Zellrasen gebildet haben und etwa die gleiche Höhe aufwiesen. Ein signifikanter Unter-

schied ließ sich bei der Lokalisation der Zellen feststellen. Bei der PC-Membran war eine dünne 

Zellschicht auf der basalen Membranseite erkennbar (Abbildung 14 B). Vermutlich waren die 

Zellen in der Lage durch die 3 µm Poren durch die Membran auf die andere Seite zu migrieren 

und eine sehr flache Schicht zu bilden.  

 

Abbildung 14: Wachstum der Caco-2 Zellen auf den unterschiedlichen Membrantypen im Transwell® 

System nach 14 Tagen. A) PC-Membran mit Poren mit einem Durchmesser von 3 µm; B) Caco-2 Zell-

schicht gewachsen auf der PC-Membran; C) PTFE-Collagen-Membran; D) Caco-2 Zellen gewachsen auf 

der PFTE-Collagen-Membran. Die Zellen wurden nur auf der apikalen Seite der Zellkultureinsätze ausge-

sät. Die Bilder wurden mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie aufgenommen. Die Zellmembran 

wurde mit CellMask™ Orange (grün) angefärbt.  
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3.1.3 Vergleich der Zellschichtpermeabilität und der Intaktheit in Bezug auf 

Wachstum auf den unterschiedlichen Membranen  

Die Permeabilitätsbarriere reguliert den Transport von Wasser und gelösten Stoffen durch die 

Epithelzellen, da diese selektiv arbeitet und somit die freie Diffusion einschränkt. Die Permeabi-

lität und die Dichte des Zellrasens, gewachsen in einem in vitro System, spielen somit eine 

wichtige Rolle bei der Untersuchung der Transzytose. Deswegen wurde neben einer qualitativen 

Prüfung mittels cLSM auch eine quantitative Analyse des Zellwachstums im Transwell® Sys-

tem durchgeführt.  

Für dieses Experiment wurden unterschiedliche Membranarten mit einem Durchmesser einer 

12-Well oder 24-Well Platte gewählt. Dabei handelt es sich um eine Polycarbonat-Membran 

sowie PET-Membran mit 3 µm Porendurchmesser, mit oder ohne Matrigelbeschichtung, und 

eine PTFE-Collagen-Membran. Zur Bestimmung der Durchlässigkeit des Zellrasens von apikal 

nach basolateral nach 14 Tagen Wachstum im Transwell® System wurde 4 kDa Dextran ge-

wählt.   

 

Abbildung 15: Apparenter Permeabilitätskoeffizient (Papp) gemessen in den Zellkulturen in 12- oder 24-

Well Zellkultureinsätzen im Transwell® System nach 14 Tagen. Die Bestimmung der Permeabilität er-

folgte mittels 4 kDa Dextran. Dafür kamen 0,5 ml 100 µM  Dextran gelöst im Wachstumsmedium auf die 

apikale Insertseite. Auf die basolaterale Seite kamen 1,5 ml Wachstumsmedium. Die Beschichtung der 

PC und PET Membranen mit Matrigel erfolgte vor dem Aussäen der Caco-2 Zellen. PC: Polycarbonat 

Membran; PET: Polyethylenterephthalat; PTFE: Polytetrafluorethylen Membran; MG: Matrigel. 

Die berechneten Papp-Werte haben einen deutlichen Größenunterschied und somit eine unglei-

che Durchlässigkeit für Dextran gezeigt. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass insgesamt die Zel-

len, die in dem 12-Well Insert gewachsen sind, eine höhere Dichte und somit eine niedrigere 

Permeabilität für Dextran aufweisen im Vergleich zu den Zellschichten im 24-Well Kulturein-
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satz. Diese lagen im Bereich von 1,6E-06 cm/sec - 2,6E-08 cm/sec für das Wachstum in 12-

Well Platten und 1,7E-05 cm/sec - 3,3E-05 cm/sec für das Wachstum in 24-Well Platten 

(Abbildung 15). Die höchste Dichte demonstrierten die auf der 12-Well PC-Membran ohne 

Matrigel kultivierten Caco-2 Zellen mit einem Papp-Wert von 2,6E-08 cm/sec. Gemäß ver-

schiedenen Studien sind die Papp-Werte unter 2E-06 cm/sec für eine niedrige Permeabilität, im 

Bereich von 2E-06 - 20E-06 cm/sec für eine mittlere Permeabilität und mit den Werten über 

20E-06 cm/sec für eine hohe Permeabilität charakteristisch [15, 164-166]. Diese Ergebnisse 

gaben einen deutlichen Hinweis, dass die Inserts mit 12-Well PC- Membran ohne Matrigel-

Beschichtung die höchsten Dichteeigenschaften aufweisen und somit für die weiteren Versuche 

am besten geeignet sind.    

Eine weitere Methode, die Intaktheit und somit die Stabilität der Zellschicht zu überprüfen ist 

die Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER). Dieser beschreibt vor al-

lem die ionische Leitfähigkeit der transzellulären Vorgänge durch eine Zellschicht. Ein hoher 

elektrischer Widerstand steht für eine niedrige ionische Permeabilität und gibt die transzelluläre 

Dichtigkeit der Zell-Zell-Kontakte wieder [136, 167, 168].   

 

Abbildung 16: Transepithelialer Elektrischer Widerstand (TEER) gemessen in den Zellkulturen in 12-

Well Zellkultureinsätzen im Transwell® System nach 14 Tagen. Bei den PC und PET Membranen erfolg-

te eine Beschichtung mit MG vor dem Aussäen der Caco-2 Zellen. PC: Polycarbonat Membran; PET: 

Polyethylenterephthalat; PTFE: Polytetrafluorethylen Membran; MG: Matrigel. 

Die gemessenen TEER-Werte zeigten, dass die Beschichtung der Membranen mit Matrigel den 

TEER-Wert verringert (um ein 3-faches für PC-Membranen und ein 4-faches für PET-

Membranen) (Abbildung 16) und dadurch die transzelluläre Durchlässigkeit für die Substanzen 

erhöht. Diese Ergebnisse korrelieren mit den Werten für den apparenten Permeabilitätskoeffi-

zienten (Abbildung 15). Die höchsten TEER-Werte wurden bei der PC-Membran ohne Matri-

gel-Beschichtung mit 1300 Ohm*cm^2 gemessen (Abbildung 16). Diese Feststellung stimmt 

mit den Ergebnissen der Papp-Werte überein und bestätigt dadurch die höchste transzelluläre 

Intaktheit der Caco-2 Epithelschicht gewachsen auf einer 12-Well PC-Membran ohne Beschich-

tung.    
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Im nächsten Schritt der Etablierung des Transwell® Systems sollten die Mono- und Co-Kultur 

am 17. Tag der Kultivierung auf die transzelluläre Dichtigkeit überprüft werden. Die Messer-

gebnisse haben gezeigt, dass die Mono-Kultur nach 17 Tagen basalen Inkubation mit Wachs-

tumsmedium einen höheren TEER-Wert als nach 14 Tagen im Transwell® System zeigt. Im 

Gegensatz dazu weist die Co-Kultur nach 3 Tagen basaler Inkubation mit Raji eher niedrigere 

TEER-Werte auf (Abbildung 17). Dieses Resultat korreliert mit den Feststellungen anderer Stu-

dien, die ebenfalls bei den Co-Kulturen einen niedrigeren TEER-Wert gezeigt haben [169].    

 

Abbildung 17: Transepithelialer Elektrischer Widerstand (TEER) der Zellkulturen am 14. Tag und am 17. 

Tag Wachstum als Mono- oder Co-Kultur in 12-Well Einsätzen. Die Caco-2 Zellen wurden auf den PC 

Membranen 14 Tage lang im Wachstumsmedium kultiviert. Anschließend wurden für 3 Tage entweder 

Wachstumsmedium EMEM (als Mono-Kultur) oder Raji-Zellen in EMEM (als Co-Kultur) basal zugege-

ben. Die Messung der TEER Werte erfolgte am 14. und am 17. Tag.  

Die Analyse der Morphologie hat gezeigt, dass die M-Zellen weniger Mikrovilli, eine reduzierte 

Mukusschicht sowie einen unregelmäßig verteilten Bürstensaum aufweisen und als immunolo-

gisch aktive Zellen eine höhere Transportrate besitzen [22, 23, 137, 170]. Vermutlich haben sich 

die Caco-2 Zellen wie erwartet nach basolateraler Zugabe der Raji-Zellen zu M-Zellen differen-

ziert und dadurch eine höhere Aktivität für transzellulären Transport der Ionen erreicht. Dies 

kann ein Grund für eine niedrigere Dichtigkeit des Zell-Layers sein.  

3.1.4 Permeabilität der Caco-2 Zellschicht bei Mono- und Co-Kulturen im 

Transwell® System  

Die parazelluläre Permeabilität der Caco-2 Zellschicht für Mono- und Co-Kulturen nach 4 h und 

24 h Inkubationszeit wurde mithilfe des Dextrans oder Transferrins mit oder ohne Zugabe des 

FBS getestet. Aus der Literatur ist bekannt, dass ein Papp-Wert unter 1,0E-06 einem dichten 

Zell-Layer entspricht [15, 164-166].  Alle Papp-Werte lagen im Bereich von 1,2E-07 - 7,6E-07 

cm/sec. Bei den Mono-Kulturen ließ sich ein etwas niedrigerer Papp-Wert im Vergleich zu Co-

Kulturen erkennen, wobei die Mono-Kultur nach 24 h Inkubation Dextran+FBS die höchste 

Dichte für den parazellulären Transport aufwies (Abbildung 18). In Anwesenheit des FBS im 
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Medium erhöhte sich die Permeabilität jedoch um etwa 15% - 20% im Vergleich zu den Proben 

ohne FBS.  

 

Abbildung 18: Apparenter Permeabilitätskoeffizient (Papp) für Mono- und Co-Kulturen nach 4 h und 24 

h Inkubation mit 4 kDa Dextran. Die Caco-2 Zellen wurden 14 Tage im Transwell® System kultiviert. 

Anschließend kamen 0,5 ml 100 µM Dextran gelöst im Wachstumsmedium mit oder ohne FBS auf die 

apikale Insertseite. Auf die basolaterale Seite kamen 1,5 ml Wachstumsmedium mit oder ohne FBS.   

Die festgestellten Resultate für Papp-Werte korrelieren mit den TEER-Werten und zeigen, dass 

die Co-Kulturen mit den vorhandenen M-Zellen eine höhere parazelluläre und transzelluläre 

Permeabilität aufweisen und somit ein Indiz für einen transzytotisch aktiveren Zellverband sind.  

Als Nächstes wurden die Papp-Werte mittels Transferrin mit oder ohne FBS bestimmt. Trans-

ferrin wurde gewählt, um den Vergleich zwischen den unterschiedlich großen Substanzen zu 

überprüfen. Das Molekulargewicht für Transferrin liegt bei 75 kDa und für Dextran bei 4 kDa. 

Die errechneten Werte befanden sich zwischen 1,4E-08 und 1,0E-07 cm/sec (Abbildung 19) und 

lagen somit im Normbereich unter 1,0E-06 cm/sec.  Interessanterweise zeigten die Zellschichten 

für 75 kDa Transferrin eine höhere Dichtigkeit als für 4 kDa Dextran.  

Dieses Experiment verdeutlichte, dass die Größe der Substanzen entscheidend für ihre Trans-

portfähigkeit ist und mit der Durchgängigkeit der Substanzen durch eine Zellschicht korreliert.   
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Abbildung 19: Apparenter Permeabilitätskoeffizient (Papp) für Mono- und Co-Kulturen nach 4 h und 24 

h Inkubation mit Transferrin. Die Transferringröße lag bei etwa 75 kDa. Die Caco-2 Zellen wurden 14 

Tage im Transwell® System kultiviert. Anschließend wurden 0,5 ml Transferrin mit einer Konzentration 

von 50 µg/ml im Wachstumsmedium mit oder ohne FBS gelöst und auf die apikale Seite zugegeben. Auf 

die basolaterale Seite kamen 1,5 ml Wachstumsmedium mit oder ohne FBS.  

3.1.5 Vermehrung der Caco-2 Zellen im Transwell® System   

Die Bestimmung der Zellzahl in Mono- und Co-Kulturen diente neben der Detektion der Papp- 

und TEER-Werte ebenfalls der Charakterisierung. Die M-Zellen sind vor allem für die Auf-

nahme und Beseitigung der pathogenen Organismen zuständig und sind spezialisiert für die 

Translokation der Mikroorganismen und der Antigene aus dem intestinalen Lumen in die Rich-

tung der basolateralen Epithelseite, wo diese den Lymphozyten sowie den Makrophagen ausge-

liefert werden [25, 26].  Auffallend war, dass die Zellzahl in den Co-Kulturen im Vergleich zu 

den Mono-Kulturen mit den NP um etwa 25% reduziert war und keinen Unterschied zwischen 

den Inkubationszeiten von 4 h und 24 h nach der Partikelzugabe zeigte (Abbildung 20).  

 

Abbildung 20: Bestimmung der Zellzahl im Transwell® System nach 3 Tage Inkubation mit Raji Zellen 

in Co-Kultur oder mit Wachstumsmedium in Mono-Kultur. Nach 4 h oder 24 h Zugabe der PS-COOH 

NP wurden die Zellen abgelöst und die Zellzahl bestimmt. 3d: 3 Tage Inkubation.  
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Der Vergleich zwischen den 3 Tage und 5 Tage Mono- bzw. Co-Kultur zeigt, dass in den 3 

Tage Mono- und Co-Zell-Layern eine höhere Zellzahl als in den 5 Tage Kulturen zu verzeich-

nen ist. Dabei lag die Zellzahl nach 5 Tagen Kultivierung für die Mono-Kultur um 10% und für 

die Co-Kultur um 20%  niedriger, als nach 3 Tagen Inkubation (Abbildung 21).   

 

Abbildung 21: Bestimmung der Zellzahl im Transwell® System nach 3 und 5 Tagen Inkubation mit Raji-

Zellen in Co-Kultur. Mono- und Co-Kultur wurden zuerst jeweils 24 h mit PS-COOH NP inkubiert und 

anschließend nach der Ablösung von der PC Membran gezählt. 3d/5d: 3/5 Tage Inkubation.   

Eine mögliche Erklärung dafür könnte die Modifizierung und die Differenzierung der in Co-

Kultur gewachsenen Caco-2 Zellen im Vergleich zu denen in Mono-Kultur sein, da sich in Co-

Kultur das FAE mit den M-Zellen gebildet hat. Dieser Versuch konnte veranschaulichen, dass 

die 3 Tage Kulturen eine höhere Zellzahl aufweisen und deswegen für die weiteren Experimente 

verwendet wurden.   

3.1.6 Proliferationszustand der Zellen im Transwell® System   

Zur Bestimmung des Proliferationszustandes der Caco-2 Zellen in Mono- und Co-Kulturen 

wurde der CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) herangezogen. 

Dieser beruht auf der Fähigkeit der metabolisch aktiven Zellen, das MTS Tetrazolium mithilfe 

von ADPH oder NADH, welches von Dehydrogenasen produziert wird, zu Formazan zu redu-

zieren und erlaubt dadurch eine schnelle Detektion der Zellviabilität aufgrund eines Farbum-

schlags [171, 172].   

In diesem Experiment stand es im Vordergrund die Viabilität in Mono- und Co-Kulturen nach 3  

oder 5 Tagen zu untersuchen. Die Messwerte haben gezeigt, dass die Zellen in Mono-Kulturen 

eine stärkere metabolische Aktivität besitzen. Die Co-Kulturen zeigten nach 4 h Inkubation mit 

NP eine um 40% und nach 24 h Inkubation eine um 30% reduzierte Proliferation. Zwischen den 

3 Tagen und 5 Tagen Kultivierung in Mono- oder Co-Kultur wurden keine Unterschiede festge-

stellt (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Proliferationszustand der Zellen im Transwell® System nach einer 3-tägigen und 5-

tägigen Inkubation der Caco-2 Zellen mit Raji Lymphozyten in Co-Kultur. Die Caco-2 Zellen wurden für 

14 Tage in die Zellkultureinsätze ausgesät und anschließend mit basal zugegebenen Raji-Zellen 3 oder 5 

Tagen in Co-Kultur gehalten. Die Bestimmung des Proliferationszustandes auf der apikalen Seite des 

Systems erfolgte nach einer 4 h oder 24 h Inkubation mit PS-COOH NP mithilfe des CellTiter 96® 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS).   

Eine mögliche Erklärung könnte die verminderte Anzahl der Caco-2 Zellen in der Co-Kultur 

(Abbildung 20, Abbildung 21) und somit eine niedrigere Menge des exprimierten Enzyms De-

hydrogenase sein. Außerdem ist bekannt, dass die M-Zellen eine verminderte Expression der 

Verdauungsenzyme im Vergleich zu den intestinalen Enterozyten aufweisen [22, 23]. Möglich-

erweise werden solche Enzyme, wie z. B. Dehydrogenasen, in ihrer Expression ebenfalls redu-

ziert.  

3.2 Etablierung des Ussing-Chamber Systems 

3.2.1 Bestimmung der Permeabilität des Duodenumgewebes im Ussing-

Chamber System  

Das Prinzip des Aufbaus eines Ussing-Chamber Systems wurde bereits im Abschnitt „Materia-

lien und Methoden“ erklärt (2.2.17). Diese ex vivo Methode dient als Vergleich zu dem in vitro 

Transwell® System. Das Gewebe des Duodenums, entnommen aus einem Schwein, ist ein übli-

cherweise verwendetes Material zur Messung der Transportrate der medizinisch relevanten Sub-

stanzen. Da dieses in seinen anatomischem und physiologischem Eigenschaften dem menschli-

chen Intestinalgewebe sehr ähnlich ist, eignet es sich sehr gut, um mehr Informationen über den 

Transport der Substanzen auf dem oralen Weg zu untersuchen  [173, 174]. Das Duodenumge-

webe eines Schweins wurde zwischen zwei Plexiglas-Kammern eingespannt und mittels Trans-

ferrin und Dextran hinsichtlich der Permeabilität untersucht.  
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Abbildung 23: Apparenter Permeabilitätskoeffizient für das Schweinedarmgewebe im Ussing-Chamber 

System. Die Permeabilität wurde mithilfe des 75 kDa Transferrins und 4 kDa Dextrans bestimmt. An-

schließend kamen 2 ml 100 µM  Dextran oder 50 µg/ml Transferrin gelöst in NTS auf die mukosale Duo-

denumseite. Auf die serosale Seite kamen 2 ml NTS. Die Inkubationszeit betrug 4 h.  

Die Permeabilität wurde von mukosal nach serosal untersucht, was der Anordnung im Trans-

well® System von apikal nach basolateral entspricht. In die mukosale Kompartimentseite wurde 

die zu testende Substanz gelöst in NTS und in die serosale Seite ausschließlich NTS Medium 

gefüllt. Das Duodenumgewebe zeigte mit 8,7E-07 cm/sec für Transferrin und 1,1E-07 cm/sec 

für Dextran eine gute Dichtigkeit, die vergleichbar mit den Papp-Werten der Zellkulturen im 

Transwell® System sind (Abbildung 18, Abbildung 19). Ein wesentlicher Unterschied war, dass 

das Duodenumgewebe für Transferrin mehr durchlässig war, als für Dextran, obwohl Transfer-

rin mit 75 kDa ein größeres Molekulargewicht aufweist. Ein Grund dafür könnte sein, dass 

Transferrin in geringen Mengen von den Zellen des duodenalen Gewebes aufgenommen wird 

und auf die serosale Seite aktiv transportiert werden kann. Transferrin ist ein körpereigenes 

Eiweiß, das für den Transport des Eisens ins Blut zuständig ist. Es wurde berichtet, dass in in-

testinalen Epithelzellen ein Transferrinrezeptor exprimiert wird und somit für die Absorption 

des Eisens im Duodenum sorgt. Die Eisenaufnahme geschieht vor allem in den Enterozyten des 

Duodenums und des oberen Jejunums [175, 176], was als eine Erklärung für die höheren Detek-

tionswerte angesehen werden kann. Dextran dagegen ist ein von Bakterien produziertes Poly-

saccharid, für das im Duodenum keine Rezeptoren zur Aufnahme ins Blut zu finden sind. Zu-

sammengefasst, entsprechend den detektierten Papp-Werten, zeichnen sich das duodenale Ge-

webe und die Caco-2 Zellschicht gewachsen im Transwell® System durch eine sehr gute In-

taktheit und somit hohe Dichte aus.   
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3.3 Polystyrol Nanopartikel  

3.3.1 Diffusion der PS Partikel durch unterschiedliche Membrantypen 

Die Fähigkeit der Nanopartikel eine poröse Membran aufgrund einer passiven Diffusion zu 

überqueren ist entscheidend bei der Untersuchung der Transportrate im Transwell® System. Die 

Menge der Nanopartikel, die die Membran durchqueren kann, ist ein Faktor, der in Betracht 

gezogen werden muss, um festzulegen, welche Art von Membran geeignet für die Transzytose 

Experimente ist. Dafür wurden unterschiedliche Membrantypen mit verschiedenen Beschich-

tungen untersucht. Für den Versuch wurden eine Polycarbonat-Membran mit einer definierten 

Porengröße von 3 µm und eine Polytetrafluorethylen-Membran (PTFE), die mit Collagen (Coll) 

beschichtet ist und keine bestimmte Porengröße aufweist, verwendet.   

 

Abbildung 24: Passive Diffusion der NP durch die unterschiedlichen Membrantypen im Transwell® 

System nach 2 h und 4 h. Die eingesetzte Konzentration der NP lag bei 150 µg/ml. PS: Polystyrol, PS-

COOH NP: carboxylierte PS NP, PS-NH2: aminierte PS NP, PC: Polycarbonat-Membran, MG: Matrigel 

als Beschichtung der Polycarbonat-Membran, PTFE-Coll: Polytetrafluorethylen-Membran beschichtet 

mit Collagen. Die Beschichtung der PC-Membran mit Matrigel erfolgte nach Anleitung des Herstellers 

und die PTFE-Coll-Membran wurde kommerziell erworben.  

Aufgrund ihrer Durchlässigkeit und der Fähigkeit, die NP diffundieren zu lassen, zeigen die 

Membranen unterschiedliche Eigenschaften. Die Porengröße und die Beschichtung mit Colla-

gen oder Matrigel (MG) spielten dabei eine wichtige Rolle bei der Passage der NP durch die 

Membranen. Es konnte festgestellt werden, dass die PC-Membran die besten Diffusionseigen-

schaften für beide, amino- und carboxyl-PS Partikel, aufweist. Schon nach 2 h konnten 12% der 

PS-NH2 NP und 10% der PS-COOH NP bzw. 15% und 12% nach 4 h durch die Poren auf die 

basolaterale Seite des Transwell®-Systems übertreten (Abbildung 24). Die Beschichtung der 

PC-Membran mit Matrigel verhinderte den Fluss fast vollständig. Durch die PTFE-Collagen-
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Membran konnte nur für amino-PS NP eine Diffusion von 10% nach 2 h oder 11% nach 4 h 

detektiert werden. Für carboxyl-PS NP zeigte sich hingegen nur eine minimale Diffusionsrate 

von etwa 1% nach 2 h und 2% nach 4 h Diffusionszeit. Somit wurde die PC-Membran ohne 

Matrigel-Beschichtung für die weiteren Experimente im Transwell®-System gewählt. Dieses 

Ergebnis hat die vorher dargestellten Resultate für Papp- (Abbildung 15) und TEER- 

(Abbildung 16) Werte bekräftigt.    

3.3.2 Adhäsionseigenschaften der PS NP (REM)  

In einer weiteren Untersuchung mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) sollten die Eigen-

schaften der unterschiedlich geladenen Polystyrol Nanopartikel in Bezug auf die Bindungsei-

genschaften an die Zelloberfläche geklärt werden. Die negativ geladenen carboxyl-PS NP und 

positiv-geladenen amino-PS NP dienten als Modell.  

 

Abbildung 25: Darstellung der Oberfläche einer Caco-2 Zelle nach einer 24 h Inkubation mit den (A) PS-

COOH NP und (B) PS-NH2 NP mittels Rasterelektronenmikroskopie. Die Caco-2 Zellen wurden 14 Tage 

im Transwell® System gezüchtet und anschließend 24 h mit 150 µg/ml NP im Wachstumsmedium inku-

biert. Die Dehydrierung der Zellen erfolgte über eine aufsteigende Isopropanolreihe mit anschließendem 

Austausch gegen Kohlendioxid. Um eine bessere Darstellung zu erzielen wurden die Proben mit Platin 

bedampft.  

Die Caco-2 Zellen wurden im Transwell® System 14 Tage kultiviert, 24 h mit den PS NP inku-

biert, gewaschen und anschließend über eine aufsteigende Isopropanolreihe dehydriert.  Die 

Morphologie der ausdifferenzierten Enterozyten zeigte deutlich ausgebildete Mikrovilli an der 

apikalen Seite der Caco-2 Zellen (Abbildung 25). Die Aufnahmen ergaben interessante Befun-

de. Während an der Zelloberfläche, die vorher mit den carboxylierten NP behandelt wurde, kei-

ne Partikel zu finden waren (Abbildung 25 A), ließen sich bei der Probe nach der Inkubation mit 

PS-NH2 NP große Mengen an festsitzenden aminierten PS NP beobachten (Abbildung 25 B). 

Nach mehrmaligem Waschen ließen sich die PS-NH2 NP von den Zellen nicht entfernen. Aus 

der Literatur ist bekannt, dass die verbesserte Adsorption der positiv-geladenen Partikel auf-

grund der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den positiv-geladenen Aminogruppen 

und der negativ geladenen Zellmembran eine starke Anziehungskraft aufweist  [177, 178]. 

Dadurch lässt sich die hohe Adhäsionskraft der PS-NH2 NP an die Zelloberfläche erklären.  
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3.3.3 Cytotoxizitätstest der PS Nanopartikel  

Die Bestimmung der Toxizität der Nanopartikel auf die Zellen und dadurch eine richtige Aus-

wahl der Konzentration für die weiteren Experimente spielen eine wichtige Rolle bei der An-

wendung der Partikel. Für die Zytotoxizitätsmessungen wurde der CellTiter-Glo® Luminescent 

Cell Viability Assay verwendet. Dafür wurden die Caco-2 Zellen den Polystyrol NP mit unter-

schiedlichen Konzentrationen ausgesetzt. Nach 4 h oder 24 h Inkubation mit den Partikeln wur-

den diese entfernt und die Toxizität bestimmt.   

 

Abbildung 26: Zytotoxizität der (A) carboxyl-funktionalisierten und (B) amino-funktionalisierten PS NP 

auf Caco-2 Zellen nach einer 4 h oder 24 h Inkubation mit den Partikeln bis zu einer Konzentration von 

1000 µg/ml im Wachstumsmedium. Für den Test wurde der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability 

Assay verwendet.  

Beide NP, PS-COOH NP und NH2-PS NP, haben nach 4 h Inkubation keine toxische Wirkung 

auf die Zellen gezeigt. Die Menge der lebenden Zellen blieb bei etwa 100% bis zu einer 

Konzentration von 1000 µg/ml (Abbildung 26 A + B). Nach einer Inkubation von 24 h zeigten 

die carboxylierten PS NP ebenfalls auch bei der höchsten Konzentration keinen toxischen Ein-

fluss. Bei den amino-PS NP wurde jedoch ab einer Konzentration von 600 µg/ml ein toxischer 

Effekt festgestellt. Die Zahl der lebenden Zellen sank auf 40% (Abbildung 26 B). Es könnte an 

der direkten toxischen Wirkung der PS-NH2 NP liegen oder, wie die REM Aufnahmen schon 

gezeigt haben (Abbildung 25 B), bedecken die amino-PS NP bei steigender Konzentration groß-

flächig die Zelloberfläche und verhindern dadurch die Nährstoffzufuhr sowie den Gasaustausch 

mit dem Wachstumsmedium. Diese Tatsache führt zum partiellen Absterben der Caco-2 Zellen 

nach 24 h Inkubation mit den PS-NH2 NP. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Konzentra-

tion von 150 µg/ml für die beiden Modellpartikel für die weiteren Experimente als Standard-

konzentration gewählt.      
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3.3.4 Internalisation der PS NP in den Mono- und Co-Kulturen (cLSM)  

Im nächsten Schritt wurden die Polystyrol Partikel auf ihre Fähigkeit in das Zellinnere aufge-

nommen zu werden, mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht. In einer 

weiteren Fragestellung sollte geklärt werden, ob sich ein Unterschied zwischen Mono- und Co-

Kultur qualitativ feststellen lässt. 

  

Abbildung 27: Internalisation der carboxyl-PS NP bei den (A) Mono-Kultur und (B) Co-Kultur Zellen, 

gewachsen 14 Tage im Transwell® System nach 24 h Inkubation. Die NP wurden mithilfe des Bodipy1 

(grün) sichtbar gemacht. Die Zellmembran wurde mit CellMask™ Orange (rot) angefärbt. Die Bilder 

wurden mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie aufgenommen.   

Einige Gruppen haben bereits herausgefunden, dass die positiv-geladenen Partikel eine stärkere 

Adsorption an die Zellmembran aufweisen, als die neutral- oder negativ-geladenen Partikel 

[83]. Wie die Mikroskopieaufnahmen gezeigt haben, ließ sich deutlich erkennen, dass die car-

boxyl-PS NP nicht an der Zelloberfläche, dafür aber im Zellinneren, eingeschlossen in Vesikel, 

zu finden waren (Abbildung 27).   

Die Mikroskopiebilder der mit amino-PS NP inkubierten Caco-2 Zellen zeigen ein Signal nicht 

nur in den Zellen, sondern auch an der Zelloberfläche (Abbildung 28).  
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Abbildung 28: Internalisation der amino-PS NP in die (A) Mono-Kultur und (B) Co-Kultur Zellen, ge-

wachsen 14 Tage im Transwell® System, nach 24 h Inkubation. Die NP wurden mithilfe des Bodipy2 

(grün) sichtbar gemacht Die Zellmembran wurde mit CellMask™ Orange (grün) und der Zellkern mit 

DRAQ5 (blau) angefärbt. Die Bilder wurden mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie aufgenom-

men. 

Im Gegensatz zu den PS-COOH NP, zeigt die mit grün erkennbare Fluoreszenz der amino-PS 

NP eine Signalüberlagerung mit der roten Fluoreszenz der Membranfärbung, was sich in einem 

orange färbenden Signal äußert. Dies ist ein Hinweis auf eine Colokalisation der aminierten PS 

Partikel mit der Zellmembran und somit ein Indiz für eine starke Adsorption der PS-NH2 NP an 

der Zelloberfläche (Abbildung 28). Diese Feststellung korreliert mit den REM Aufnahmen 

(Abbildung 25) und verdeutlicht den starken Effekt der unterschiedlichen Ladungen der Nano-

partikel auf das Adhäsions- und Internalisationsverhalten. 

Des Weiteren ließ sich erkennen, dass trotz des weniger ausgeprägten Adhäsionsverhaltens die 

negativ-geladenen PS-COOH NP besser als die amino-PS NP in die Zellen internalisiert werden 

können. Bei der Betrachtung der Mono- (Abbildung 27 A, Abbildung 28 A) und Co-Kulturen 

(Abbildung 27 B, Abbildung 28 B), konnte kein qualitativer Unterschied festgestellt werden. 

Diese Ergebnisse veranschaulichen, dass die Polystyrol Partikel grundsätzlich in der Lage sind, 

von den Epithelzellen aufgenommen zu werden.    
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3.3.5 Transzytose von PS NP im Transwell® System 

3.3.5.1 Unterschiedliche Inkubationsdauer der Zellkulturen mit Raji-Zellen 

als Co-Kultur    

Zunächst sollte am Modell der 3 Tage und 5 Tage Mono- bzw. Co-Kultur die Transportrate der 

unterschiedlich funktionalisierten Polystyrol NP untersucht werden. Um die Zellkultur in dem 

Transwell® System in Bezug auf die Inkubationsdauer der Raji-Zellen in Co-Kultur als Modell 

für die Entwicklung des Follikel-assoziierten Epithels zu optimieren, wurden die Raji-Zellen 

basal für 3 oder 5 Tage zugegeben. Für diese Tests wurden die Caco-2-Zellen zuerst für 14 Tage 

in dem Transwell® System kultiviert und anschließend mit den basal zugegeben Raji-Zellen als 

Co-Kultur für 3 oder 5 Tage gehalten. Die Untersuchung der Transzytose erfolgte in Richtung 

von apikal nach basolateral.  

 

Abbildung 29: Vergleich der Transzytoserate der (A) PS-COOH NP und (B) PS-NH2 NP durch 3 Tage 

oder 5 Tage Co-Kultur im Transwell® System. Die NP wurden im Wachstumsmedium mit FBS auf eine 

Konzentration von 150 µg/ml gelöst und für 4 h oder 24 h zu den Zellkulturen auf die apikale Insertseite 

gegeben.   

Da einige wissenschaftliche Gruppen bereits über die Raji-Zellen in der Co-Kultur mit den 

Caco-2 Zellen für 2 bzw. 4-5 Tage Inkubationszeit berichtet haben [166, 179, 180], sollte 

geklärt werden, ob die Co-Inkubationszeit eine unterschiedliche Wirkung auf die 

Transzytoserate zeigt und welche Co-Inkubationsdauer für die weiteren Transportexperimente 

besser geeignet ist. Um die Transportrate zu analysieren, wurden als Modell die PS NP in 

Wachstumsmedium auf eine Konzentration von 150 µg/ml verdünnt und apikal für 4 h oder 24 

h zugegeben. Wie bereits beschrieben, erzeugt die Co-Inkubation von Caco-2-Zellen mit Raji-

Zellen ein Modell für ein FAE mit M-Zellen [181, 182]. Diese M-Zellen sind immunologisch 

aktiv und besitzen die Fähigkeit, verstärkt einige pathogene Erreger und kleine Substanzen, 
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einschließlich Nanopartikel, transportieren zu können [183, 184]. Dies führt zu einem Unter-

schied bei den Transzytoseraten führt. Es wurde festgestellt, dass 3 Tage Mono- und Co-Kultur 

eine höhere Kapazität für Transzytose bei beiden Arten von Nanopartikeln, carboxyl- und 

aminofunktionalisierten, zeigen (Abbildung 29). Weiterhin sind die Zellen in der Co-Kultur in 

der Lage, eine zwei- bis dreimal höhere Menge an PS NPs im Vergleich zur Mono-Kultur durch 

die Zellschicht zu transportieren. Diese Feststellung gibt einen Hinweis auf die Anwesenheit 

von M-Zellen und verdeutlicht eine höhere Transzytose-Kapazität der NP in der Co-Kultur. 

Weiterhin wurde ersichtlicht, dass im Allgemeinen die PS-COOH NP besser als die PS-NH2 

NP nach 4 h und 24 h Inkubationszeit transportiert werden können. Die für dieses Experiment 

verwendeten PS-COOH NP wurden mit SDS und die PS-NH2 NP mit CTMA-Cl stabilisiert. Es 

wurde bereits berichtet, dass die in SDS redispergierten Kapseln eine um 30% bessere 

Aufnahme im Vergleich zu den in CTMA-Cl stabilisierten Kapseln, aufweisen [185]. 

Desweiteren kann dieser Unterschied durch die Anwesenheit von funktionellen Gruppen und 

unterschiedlichen Zetapotentiale der Partikel, mit -71 mV für PS-COOH NP und +46 mV für 

PS-NH2 NP, erklärt werden. Einige Studien konnten zeigen, dass die Größe sowie die positive 

oder negative Ladung der Funktionsgruppen auf der Partikeloberfläche und dadurch der 

Unterschied im Zeta-Potential eine wichtige Rolle bei der Aufnahme und den 

Transportprozessen in den Zellen spielen [186]. Aufgrund der ungefähr gleichen Teilchengröße, 

134 nm für die carboxyl-PS NP und 120 nm für amino-PS NP, tragen vermutlich die negativ 

geladenen Carboxylgruppen zur besseren Endozytose und einem erhöhten Transport der 

Nanopartikel durch die Zellen bei. Weiterhin wurde nach 24 h eine höhere Transzytoserate für 

PS-COOH NP mit 1,4% für die Mono-Kultur und 2% für die Co-Kultur detektiert (Abbildung 

29 A). Im Vergleich dazu konnte bei den PS-NH2 Nanopartikel eine Transportrate von nur 

0,3% und 0,9%, bestimmt werden (Abbildung 29 B). Der niedrigere Transportwert von 

aminierten PS Partikel könnte auch aufgrund einer Aggregation der Partikel, welche nach der 

Verdünnung in dem Medium zu sehen war, erklärt werden. Es wurde bereits beobachtet, daß die 

Aggregation der Teilchen oft die Aufnahme beeinflusst und zu einer 25%igen Abnahme führt 

[187]. Einige Studien haben gezeigt, dass die Nanopartikel, die in einer Humanserumlösung 

inkubiert wurden, große Aggregate bilden können, während jen, welche in einer isotonischen 

Salzlösung vorliegen, keine Aggregation aufweisen [188]. Diese Ergebnisse verdeutlichen die 

Relevanz der Untersuchung jeder einzelnen Art der Partikel und zeigt in diesem Fall eine deut-

lich bessere Transzytoserate der anionischen, negativ-geladenen Polystyrol NP. Außerdem 

zeigten die 3 Tage Mono- und Co-Kultur eine höhere Kapazität für Transzytose von carboxyl- 

und aminofunktionalisierten PS NP als die 5 Tage Kulturen und sind somit für weitere Experi-

mente gut geeignet.  
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3.3.5.2 Konzentrationsabhängige Transzytose der PS NP im Transwell® 

System  

Im weiteren Schritt wurde überprüft, ob die Transzytose einen konzentrationsabhänigen Charak-

ter zeigt. Dafür wurden drei unterschiedliche Konzentrationen (37,5; 75 und 150 µg/ml) der 

carboxyl- und amino-PS NP eingesetzt. Die Transportrichtung erfolgte von der apikalen zu 

basolateralen Seite der Epithelschicht im Transwell® System. Die Ergebnisse wurden in Pro-

zenten in Bezug auf die Konzentration der Stammlösung angegeben. Wie bereits zuvor be-

schrieben, zeigten die carboxylierten Partikel signifikant höhere Transzytoseraten in Mono- und 

Co-Kultur im Vergleich zu den aminierten Partikeln.  

 

Abbildung 30: Konzentrationsabhängige Transzytose der (A) PS-COOH NP und der (B) PS-NH2 NP 

durch die Zellschicht in einem Transwell® System nach 4 h und 24 h Inkubation. Die NP wurden im 

Wachstumsmedium auf eine Konzentration von 37,5; 75 oder 150 µg/ml verdünnt und apikal zugegeben. 

Zur Berechnung der Transportrate wurde die Konzentration der NP Donorlösung als 100% gesetzt. 

Es ließ sich erkennen, dass bei einer niedriger eingesetzten Konzentration von 37,5 µg/ml PS-

COOH NP im Vergleich zu 150 µg/ml eine 5-fach höhere Menge transportiert wurde 

(Abbildung 30 A). Diese Feststellung wurde bei allen Proben mit den carboxyl-PS NP festge-

stellt, für Mono- und Co-Kultur sowie nach 4 h und 24 h  Inkubationszeit. Ein Grund für diesen 

Befund könnte die Sättigung der Zellen aufgrund der hohen Menge der zugesetzten Partikel und 

eine begrenzte Kapazität der Zelloberfläche sein. Eine stärker ausgeprägte Transzytose nach 24 

h im Vergleich zu 4 h Inkubation könnte daran liegen, dass die Zellen längere Zeit in Kontakt 

mit den Nanopartikeln bleiben und somit eine zunehmende Wechselwirkung zwischen der Zell-

oberfläche und den Nanopartikeln stattfindet. Im Gegensatz zu den carboxylierten PS NP, konn-

te in der basolateralen Kammer nur ein geringer Anteil der transportierten amino-Partikel nach 

der Transzytose detektiert werden, weniger als 0,5% (Abbildung 30 B). Wie schon berichtet, 

sind die PS-NH2 NP wahrscheinlich nicht stabil genug und neigen zur Aggregation. Dieses 

Verhalten wurde nach der Verdünnung im Wachstumsmedium beobachtet. Des Weiteren blei-
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ben die amino-PS NP stark an der Zelloberfläche haften, was vermutlich die Aufnahme hindert. 

Zusammengefasst konnte ein deutlich messbarerer Transport schon bei einer niedrig eingesetz-

ten Konzentration der carboxyl-PS NP festgestellt werden. Dadurch konnte veranschaulicht 

werden, dass aufgrund der Transzytose selbst kleine Mengen an applizierten Nanopartikeln 

durch die Darmzellschicht transportiert werden können und eine Wirkung im Organismus zei-

gen. 

3.3.5.3 Effekt des FBS auf den Transport der PS-COOH NP im Transwell® 

System 

Im nächsten Schritt sollte geklärt werden, ob die Proteine, die im FBS (fötales Rinderserum) 

enthalten sind und dem Wachstumsmedium zugegeben werden, die Aufnahme und damit die 

Transzytoserate durch die Caco-2 Zellen beeinflussen können. Für diese Experimente wurde das 

Wachstumsmedium EMEM mit 10% FBS oder ohne FBS verwendet. Da die vorherigen Ergeb-

nisse veranschaulicht haben, dass die PS-COOH NP besser durch die Epithelzellen transportiert 

werden können, während die NH2-PS NP nur in sehr geringen Mengen unter 0,5% auf der baso-

lateralen Seite zu finden waren, wurden hier nur die carboxylierten Partikel getestet. Die Anwe-

senheit des FBS im Medium zeigte einen interessanten Effekt. In den Proben mit 10% FBS 

wurden nach 4 h und 24 h mehr Partikel transportiert, als im Medium ohne FBS. Die Anwesen-

heit von Serum hat den Transportgrad von Polystyrolpartikeln 2-fach in der Mono- und 1,3-fach 

in der Co-Kultur erhöht (Abbildung 31). 

 

Abbildung 31: Effekt des FBS auf den Transport der PS-COOH NP nach 4 h und 24 h im Transwell® 

System. Die apikal eingesetzte Konzentration der NP betrug 150 µg/ml im Wachstumsmedium ohne oder 

mit 10% FBS. Die Caco-2 Zellen wurden nach 14 Tagen Wachstum im Transwell® System für 3 Tage 

als Mono-Kultur in EMEM oder als Co-Kultur mit Raji-Zellen kultiviert.  

Diese Beobachtung veranschaulicht die Bedeutung von Proteinen und anderen Komponenten in 

FBS für den Transzytoseprozess, der sich aus endozytotischen und exozytotischen Vorgängen 
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zusammensetzt. Es ist allgemein bekannt, dass FBS aus vielen Komponenten wie Proteinen 

(Albumin), verschiedenen Hormonen, Cholesterin und einer Menge an Vitaminen (A, E) besteht 

[189]. Darüber hinaus ist das Albumin die am häufigsten vorkommende Komponente im Serum 

und macht mehr als die Hälfte des Gesamtproteingehaltes aus [189, 190]. Es ist ein anionisches 

Protein, das reich an Aspartat- und Glutamat-Resten ist. Albumin fungiert auch als Transport-

protein für manche Vitamine, Hormone, unkonjugiertem Bilirubin und viele Medikamente auf-

grund seiner Bindung an kationische Arzneimittel [190]. Albumin ist eine attraktive Komponen-

te zur Entwicklung der Arzneimittel aufgrund ihrer Interaktion mit dem FcRn-Rezeptor auf der 

Zelloberfläche [191, 192]. Aber auch das in FBS in kleinen Mengen enthaltene Immunoglobulin 

IgG kann effektiv an den FcRn-Rezeptor binden. Da die Caco-2-Zellen in der Lage sind den 

FcRn-Rezeptor zu exprimieren [193], weisen diese eine Fähigkeit für die Rezeptor-vermittelte 

Aufnahme von Albumin auf. Aufgrund der Inkubation der Nanopartikel mit FBS im Medium ist 

es anzunehmen, dass die Partikel mit den Proteinen beschichtet wurden, auch mit im FBS vor-

handenem Albumin und Immunoglobulin. Dadurch wurde die Partikeloberfläche mit Albumin 

bzw. IgG funktionalisiert und folglich durch den Transport über FcRn-Rezeptor in der Caco-2-

Zelllinie der Transzytosevorgang verbessert. Einige Gruppen haben bereits über die Vorteile 

dieses Proteins in Form von Albumin-basierten Nanopartikeln als potentielle Substanz zur kon-

trollierten Freisetzung im Körper berichtet. Aufgrund seiner Eigenschaften als biologisch ab-

baubares, nicht toxisches und wasserlösliches Protein, eignet sich Albumin zur Entwicklung gut 

verträglicher Medikamente [194, 195] und könnte zur Funktionalisierung der Polystyrol NP 

eingesetzt werden.  

Eine weitere Überlegung und eine mögliche Erklärung für eine erhöhte Transzytose in Anwe-

senheit von FBS ist das Vorhandensein von Vitamin A. Im Falle von Vitamin A wurde vor kur-

zem neben dem an der Zelloberfläche exprimierten RBP Rezeptor ein weiteres multitransmemb-

ranes Domänenprotein STRA6 identifiziert. STRA6 bindet mit hoher Affinität an RBP und 

vermittelt dadurch die zelluläre Aufnahme von Vitamin A [196, 197]. Es ist bekannt,  dass die 

Aufnahme von Vitamin A durch die Enterozyten und insbesondere im Dünndarm erfolgt [198]. 

Einige Studien konnten feststellen, dass die reifen Caco-2-Zellen nach 6 Tagen Kultivierung 

und Ausbildung einer konfluenten Zellschicht zu den Epithelzellen des Dünndarms differenziert 

sind und anhand bestimmter exprimierter Proteine eine Umwandlung von Colonozyten zu 

Enterozyten zeigen [199]. Möglicherweise lässt sich der verbesserte Partikeltransport auf die 

Rezeptor-vermittelte Aufnahme der Partikel zurückführen, da die PS NP durch das in FBS vor-

handene Vitamin A funktionalisiert wurden.  

Einige Studien haben berichtet, dass in Gegenwart von kationischen Gruppen an der Partikel-

oberfläche deren Transport durch die Zellen in der Co-Kultur verbessert werden kann [179]. 

Diese Studien wurden jedoch mit anderen NP als in dieser Arbeit verwendet, daher sind die 

Ergebnisse nicht direkt vergleichbar mit jenen der hier vorliegenden Arbeit. Bei diesen Studien 
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weisen beide Partikeltypen, aminierte und carboxylierte, das gleiche Zetapotential von -50 mV 

auf. Bei der hier vorliegenden Arbeit weisen die PS NP + 46 mV für NH2-PS NP und – 71 mV 

für PS-COOH NP auf und bestätigen somit, dass die Partikel, die ein negatives Zetapotential 

besitzen, eine bessere Transzytose aufweisen. Des Weiteren wurden die Experimente der Stu-

dien in HBSS ausgeführt, gepuffert mit 25 mM HEPES und 4 mM Natriumbikarbonat und er-

gänzt mit 1% FCS [179], während in der hier vorliegenden Arbeit EMEM mit 10% FBS ver-

wendet wurde. Eine weitere wissenschaftliche Gruppe hat berichtet, dass positiv geladene Teil-

chen besser aufgenommen werden können als die neutral oder negativ geladenen Partikel [83]. 

In meinen Experimenten war anhand der konfokalen Mikroskopie-Aufnahmen deutlich zu er-

kennen, dass die positiv geladenen PS-NH2 NP stark an der Oberfläche adhärieren und dadurch 

zu einem stärkeren Signal bei der Durchflusszytometrie führen. Jedoch es ist bekannt, dass der 

Prozess der Transzytose nicht nur die Absorption/Aufnahme, sondern auch Endozytose und 

Exozytose umfasst. Dies sollte bei dem Einfluss von Proteinen auf den Transport der Partikel 

berücksichtigt werden.   

3.3.5.4 Effekt des WGA auf den Transport der PS NP im Transwell® System  

Bei der Frage nach einer Verbesserung der Transzytoserate der Nanopartikel wurde WGA 

(Wheat Germ Agglutinin)  getestet , da bereits über einen positiven Effekt der verschiedenen 

Lektinarten, wie z.B. des WGA, auf die Absorption der Partikel in Caco-2 Zellen berichtet wur-

de [99].  

Für dieses Experiment wurden die Caco-2 Zellen wie oben beschrieben im Transwell® System 

als Mono- oder Co-Kultur gehalten und anschließend von apikal nach basolateral auf die 

Transzytose der carboxylierten PS NP mit oder ohne WGA sowie mit oder ohne FBS unter-

sucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Anwesenheit von WGA keinen Effekt auf den 

Transport der NP durch die Mono-Kulturschicht mit oder ohne Zugabe des FBS ins Medium 

aufweist. Im Fall der Co-Kulturen, mit und ohne FBS, wurde eher ein leicht inhibierender Ef-

fekt des WGA auf den Transport der PS NP durch die Epithelzellen festgestellt (Abbildung 

32). Die Zugabe des FBS zeigte wie im vorherigen Experiment (Abbildung 31) ebenfalls einen 

leicht positiven Einfluss auf die Transzytoserate der carboxylierten PS NP (Abbildung 32 B). 

Dabei erhöhte sich der Transport-Wert in Anwesenheit des FBS um 80% in der Mono-Kultur 

und um 20% in der Co-Kultur (Abbildung 32). Wie oben schon beschrieben, ist FBS vermut-

lich aufgrund seiner Komponente wie zum Beispiel Vitamin A und Protein Albumin in der Lage 

die Transzytose zu erhöhen und somit effizienter zu machen [194-197]. Interessanterweise zeigt 

sich dieser positive Effekt verstärkt vor allem in den Mono-Kulturen. Ein Grund dafür könnte 

sein, dass die in der Co-Kultur vorhandenen M-Zellen von Natur aus transzytotisch aktiv sind 

und nicht auf die Rezeptor-vermittelte Endozytose angewiesen sind. Die Zugabe des FBS könn-

te aufgrund seiner positiven Eigenschaften zur Funktionalisierung der Nanopartikel eingesetzt 
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werden, um eine effektivere Transzytose nicht nur in M-Zellen des Darm-Traktes, sondern auch 

in den Enterozyten zu erzielen.  

 

Abbildung 32: Effekt des Proteins WGA auf den Transport der PS-COOH NP im Medium (A) ohne oder 

(B) mit 10% FBS nach 4 h oder 24 h im Transwell® System. Die Caco-2 Zellen wurden nach 14 Tagen 

Wachstum im Transwell® System 3 Tage als Mono-Kultur mit EMEM oder als Co-Kultur mit Raji-

Zellen gehalten. Die NP wurden im Wachstumsmedium auf eine Konzentration von 150 µg/ml mit oder 

ohne 15 µg/ml WGA gelöst und apikal zugegeben. Zur Berechnung der Transportrate wurde die Konzent-

ration der NP Donorlösung als 100% gesetzt.  

Eine weitere Analyse mittels SDS-PAGE sollte verdeutlichen, inwieweit die Modell-PS NP in 

der Lage sind die Proteine an die Oberfläche zu adsorbieren. Dafür wurden die Partikel mit 

WGA oder WGA mit FBS inkubiert und anschließend über Zentrifugationsschritte gewaschen. 

Es ist bekannt, dass Lektin WGA als ein Homodimer mit etwa 35  kDa Molekulargewicht bei 

einem  neutralen bis leicht saurem pH vorliegt, während es bei einem sehr niedrigem pH-Wert 

von 3 als Monomer mit einer Größe von 17 kDa zu finden ist [200, 201]. Die Gelbilder haben 

gezeigt, dass schon die kleinsten Mengen an WGA als Banden auf dem Gel zu finden sind 

(Abbildung 33). Es wurde schon berichtet, dass bei einer SDS-PAGE Analyse das WGA-

Monomer als ein 18 kDa Protein auftritt [202]. Bei allen Proben mit WGA-Zugabe, PS-COOH 

NP und PS-NH2 NP, konnte eine deutliche Bande bei etwa 18 kDa festgestellt werden. In An-

wesenheit des FBS ließ sich ebenfalls ein positives Signal des WGA als Bande erkennen 

(Abbildung 33). Dies ist ein Hinweis auf eine Adsorption des Lektins WGA an beide, negativ- 

und positiv-geladenen Partikelarten. Außerdem haben die Proteine im FBS die Adsorption des 

WGA nicht beeinträchtigt.       
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Abbildung 33: SDS-PAGE Analyse der Adsorption des Lektins WGA an die PS-COOH NP und PS-NH2 

NP. Die 150 µg/ml NP wurden jeweils mit 15 µg/ml WGA oder WGA+FBS oder nur mit FBS 1 h bei 37 

°C im Wachstumsmedium inkubiert. Um die nicht gebundenen Proteine zu entfernen, erfolgten drei Zent-

rifugations-Wasch-Schritte.    

Eine weitere Methode, die Western-Blot Analyse, bei der sich die Detektion anhand der Anti-

körper gegen WGA ermitteln lässt, zeigten bei 18 kDa und 40 kDa ebenfalls Banden 

(Abbildung 34), die für WGA eine typische Größe aufweisen. Dies gab ein eindeutiges Indiz 

auf die positive Adsorption des WGA an die carboxyl- und amino-PS NP in EMEM mit oder 

ohne FBS Proteine. Demzufolge übt die Anwesenheit der FBS Proteine auf die Funktionalisie-

rung der PS NP mittels WGA keinen Einfluss aus. 
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Abbildung 34: Western-Blot Analyse der Adsorption des Lektins WGA an die PS-COOH NP und PS-

NH2 NP. Die 150 µg/ml NP wurden jeweils mit 15 µg/ml WGA oder WGA+FBS oder nur mit FBS 1 h 

bei 37 °C inkubiert. Um die nicht gebundenen Proteine zu entfernen, erfolgten drei Zentrifugations-

Wasch-Schritte.     

3.3.6 Untersuchung der Aufnahme der PS NP mittels Durchflusszytometrie   

3.3.6.1 Aufnahme der Nanopartikel in die Mono- und Co-Kulturen  

Um das Aufnahmeverhalten der fluoreszenz-markierten NP in 3 oder 5 Tage Co-Kulturen mit 

dem der Mono-Kultur vergleichen zu können, wurden die Mono- und Co-Kulturen immer paral-

lel 4 h oder 24 h mit den PS NP inkubiert und die Aufnahme mittels Durchflusszytometrie de-

tektiert (Abbildung 35). Die Messung ergab, dass die Mono-Kulturen ein höheres Aufnahme-

verhalten zeigen. Während bei den carboxylierten Partikeln ein deutlicher Unterschied zwischen 

den 4 h und 24 h Inkubationszeit zu erkennen ist (Abbildung 35 A), zeigten die Werte für ami-

no-funktionalisierte NP etwa die gleiche Aufnahme (Abbildung 35 B).  

Im Allgemeinen wurde festgestellt, dass die Kulturen, die mit den NH2-PS NP inkubiert wur-

den, in Bezug auf die gesamte Zellpopulation, höhere Fluoreszenzwerte aufweisen. Eine Erklä-

rung für die höheren Werte kann im Zusammenhang mit dem verstärkten Adhäsionsverhalten 

der amino-PS NP stehen. 
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Abbildung 35: Die Aufnahme (A) der carboxyl-funktionalisierten und (B) der amino-funktionalisierten 

PS NP in 3 Tage (3 d) bzw. 5 Tage (5 d)  Mono- und Co-Kulturen. Die NP wurden mit Medium auf eine 

Konzentration von 150 µg/ml verdünnt und zu den Caco-2 Zellen gegeben. Die prozentuellen Angaben 

beziehen sich auf die Gesamtpopulation der Zellen nach 4 h bzw. 24 h Inkubation mit den fluoreszenz-

markierten NP und entsprechen somit dem Anteil der Zellen mit einem positiven Fluoreszenzsignal.  

Wie die REM Aufnahmen gezeigt haben, bleiben nach dem Entfernen der NP mittels Waschen 

sehr viele amino-PS NP an den Mikrovilli der Caco-2 Zellen haften (Abbildung 25). Dies resul-

tiert in einem höheren Fluoreszenzsignal. Außerdem bleiben nach 24 h Inkubation vermutlich 

mehr NP an der Zelloberfläche kleben, was zu einer verlängerten Kontaktzeit und somit zu ei-

nem höheren Signal nach 24 h führt. Grundsätzlich lässt die Analyse mittels Durchflusszytome-

ters erkennen, dass die Co-Kulturen zum Zeitpunkt der Messung niedrigere Werte als die Mo-

no-Kulturen für PS-COOH NP und PS-NH2 NP aufweisen (Abbildung 35). Vermutlich sind die 

Zellen in der Co-Kultur, wie erwartet, in der Lage mehr Exozytose zu betreiben und schleusen 

somit mehr NP aus der Zelle heraus. Dadurch erhöht sich die nach der Transzytose gemessene 

Transportrate. Dies korreliert mit den höheren Transzytosewerten bei den Co-Kulturen in dem 

Transwell® System. Eine weitere Erklärung für die niedrigere Werte in Co-Kultur, gemessen 

mittels Durchflusszytometrie, könnte die niedrigere Anzahl der Mikrovilli an der Oberfläche der 

M-Zellen in der Co-Kultur sein, was zu einem verminderten Festhalten der Partikel zwischen 

den Fortsätzen führen könnte.  

3.3.6.2 Effekt des FBS auf die Aufnahme der PS NP in Kurzzeitkultur  

In dem nächsten Versuch wurde der Einfluss der in FBS enthaltenen Proteine in einer Caco-2 

Kurzzeitkultur mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dafür wurden, wie in Material und 

Methoden beschrieben, Caco-2 Zellen 3 Tage in 12-Well Platten kultiviert und anschließend mit 

Nanopartikel inkubiert.  
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Abbildung 36: Aufnahme der PS NP ohne oder mit Zugabe des 10%igen FBS in das Wachstumsmedium 

nach 4 h und 24 h. Die Konzentration der beiden PS-COOH NP und PS-NH2 NP betrug 150 µg/ml. Die 

Caco-2 Zellen wurden 3 Tage in 12-Well Platten kultiviert, für 4 h oder 24 h mit den Partikel inkubiert 

und anschließend mit Trypsin-EDTA abgelöst. Die Detektion der Aufnahme erfolgte mittels Durch-

flusszytometrie. Zur quantitativen Auswertung der Messung wurde der prozentuale Anteil von der Ge-

samtpopulation der Zellen herangezogen.  

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass alle Zellkulturen mit etwa 92% das gleiche Aufnahmever-

halten für die PS-COOH NP und PS-NH2 NP aufweisen. Es konnte kein Unterschied zwischen 

den  Proben mit oder ohne Zugabe des FBS festgestellt werden. Eine mögliche Erklärung für 

dieses Verhalten könnte das Alter der Zellen in der Kultur gewesen sein. Da die Caco-2 Zellen 

hier als Kurzzeitkultur nur 3 Tage und nicht wie in Langzeitkultur 14 Tage gehalten wurden, 

exprimierten diese vermutlich andere physiologische und morphologische Merkmale und unter-

liegen noch keiner Differenzierung wie im Transwell® System. Es konnte jedoch mithilfe die-

ses Experiments gezeigt werden, dass beide Partikeltypen erfolgreich von den Zellen aufge-

nommen werden können. 

3.3.6.3 Effekt des WGA auf die Aufnahme der PS NP in Kurzzeitkultur  

Für die folgende Fragestellung bezüglich des Einflusses von WGA auf die Aufnahme der Poly-

styrol NP wurden die Caco-2 Zellen in Kurzzeit-Kultur verwendet. Nach einer 4 h oder 24 h 

Inkubation mit den Partikeln wurden die Zellen abgelöst und 3 Mal über Zentrifugation gewa-

schen, um die nicht aufgenommenen NP zu entfernen. Wie schon oben berichtet, zeigen manche 

Lektinarten unter anderem WGA, einen positiven Effekt auf die Absorption der Partikel in die 

Zelle [99, 102]. Eine interessante Feststellung war, dass das Lektin WGA bei allen Proben eine 

etwa 25% inhibierende Wirkung auf die Aufnahme gezeigt hatte (Abbildung 37). Dies korreliert 

mit den Ergebnissen für die Transzytoserate durch die Mono- bzw. Co-Kulturzellschicht im 

Transwell® System (Abbildung 32). Ebenfalls ließ das Vorhandensein der FBS Komponente 

keinen Unterschied im Aufnahmeverhalten der PS NP erkennen. Wie die Resultate der SDS-
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PAGE (Abbildung 33) und der Western-Blot Analyse (Abbildung 34) gezeigt haben, zeigt die 

Anwesenheit des FBS keinen Einfluss auf die Adsorption des WGA an die NP. Weiterhin geht 

aus diesem Experiment hervor, dass die Wachstumsdauer der Caco-2 Zellen in Kurz- oder 

Langzeitkultur ebenfalls eine Rolle bei den Ergebnissen spielt. In der Kurzzeitkultur liegt die 

Aufnahmerate für beide carboxyl- und amino-PS NP nach 4 h oder 24 h Inkubation bei etwa 

90% der positiven Zellpopulation (Abbildung 37), während in der Langzeitkultur sich diese 

abhängig von dem NP-Typ unterscheidet. Dabei liegt die PS-NH2 NP Aufnahmerate etwa zwei-

fach höher als die der PS-COOH NP in der Mono-Kultur (Abbildung 35). Eine Erklärung für 

diese Feststellung könnte an der unterschiedlichen Wachstumsdauer der Zellen in der Kultur 

sein und daran, dass in der Kurzzeitkultur die Caco-2 Zellen nicht genug Zeit hatten sich zu den 

reifen Enterozyten zu differenzieren. Die entscheidende Feststellung ist, dass das Lektin WGA 

keinen positiven Effekt auf die Endozytose der Polystyrol Partikel ausübt.     

 

Abbildung 37: Effekt des Lektins WGA auf die Aufnahme der PS NP ohne oder mit Zusatz des 10% FBS 

im Wachstumsmedium nach 4 h oder 24 h Inkubation. Die Konzentration der PS NP lag bei 150 µg/ml, 

die des WGA bei 15 µg/ml. Die Caco-2 Zellen wurden 3 Tage in 12-Well Platten kultiviert, für 4 h oder 

24 h mit den Partikeln inkubiert und anschließend mit Trypsin-EDTA abgelöst. Die Detektion der Auf-

nahme erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die Gesamtpopulation der Caco-2 Zellen wurde als 100% 

gesetzt und diente der quantitativen Auswertung des prozentualen Anteils der positiven Zellen. 

3.3.6.4 Analyse der Endozytosewege der PS NP mithilfe der Inhibitoren  

Wie mehrere Studien berichtet haben, werden die Nanopartikel in Abhängigkeit von ihren Ei-

genschaften über verschiedene Wege wie Makropinozytose  [149, 203] Clathrin-abhängige En-

dozytose [204, 205] oder mittels Caveolae [206, 207] in die Zellen aufgenommen. Die Makro-

pinozytose ist in der Regel ein Aktin-abhängiger Mechanismus, der den Vesikel-Transport bis 

zu einer Größe von etwa 500 nm umfasst. Dynamin gehört zur Familie von GTPasen und ist am 

Clathrin- und Caveolae-abhängigen Prozess beteiligt [151, 208], wobei es an der Abschnürung 
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der kleinen Vesikel mitwirkt. Bei allen diesen Aufnahmeprozessen spielt nicht nur die Größe 

der Partikel, sondern auch die Funktionalisierung ihrer Oberfläche sowie die Ladung eine we-

sentliche Rolle. Um herauszufinden, auf welche Art und Weise die carboxyl- und amino-

funktionalisierten Polystyrol-Nanopartikel in die Caco-2-Zellen transportiert werden, wurden 

verschiedene Inhibitoren getestet. Wie frühere Untersuchungen gezeigt haben, hemmt EIPA (5-

N-ethyl-N-isopropyl-Amilorid) die Makropinozytose und Chlorpromazin blockiert die Clathrin-

abhängige Endozytose [151, 206, 208].  Der Inhibitor Cytochalasin D (Cyt D) verhindert durch 

eine Aktin-Depolymerisation die Aufnahme der Partikel in die Zellen über den Caveolae-

vermittelten Weg und der Makropinozytose [209]. Wie in früheren Studien berichtet wurde, 

spielt Dynamin eine wesentliche Rolle bei der Verengung der Vesikel, die von der Plasma-

membran zum Weitertransport der Partikel in der Zelle gebildet werden [206].  

 

Abbildung 38: Effekt der Inhibitoren auf die Aufnahme der PS-COOH NP (A) und PS-NH2 NP (B) in die 

Caco-2 Zellen. Nach 45 min Vorinkubation der Zellen mit entsprechendem Hemmstoff  im Wachstums-

medium erfolgte die Zugabe der 150 µg/ml PS NP für 4 h. Die nicht behandelten Zellen ohne Zugabe 

eines Inhibitors wurden als Referenz (Negativkontrolle) genommen. Folgende Konzentrationen wurden 

eingesetzt: 100 µM EIPA, 10 µg/ml Filipin, 20 µM Cytochalasin D, 25 µM Chlorpromazin, 50 µM Dy-

nasore. Die Detektion der Aufnahme erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Der Median der detektierten 

Fluoreszenzintensität der Proben wurde zur quantitativen Auswertung der Messung herangezogen und die 

Negativkontrolle als 100% gesetzt. 

Um zu klären, über welche Route die Polystyrol-Partikel in die Zelle eindringen, wurden die 

Caco-2-Zellen mit jeweils 100 µM EIPA, 10 µg/ml Filipin, 20 µM Cytochalasin D, 25 µM 

Chlorpromazin und 50 µM Dynasore für 45 min vorbehandelt. Anschließend wurden die Proben 

mit 150 µg/ml NP 4 h inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Obwohl beide 

Arten von PS NP etwa die gleiche Größe aufweisen, wurde festgestellt, dass die Aufnahme über 

die verschiedenen Wege abläuft. In Gegenwart von  EIPA und Cyt D wird die Endozytose der 

carboxyl-PS NP bis auf 30% stark reduziert (Abbildung 38 A). Diese Feststellung gibt den 

Hinweis, dass die Aufnahme der carboxyl-PS NP in die Caco-2-Zellen vorwiegend über den 

Weg der Makropinozytose stattfindet. Die weiteren Substanzen wie Filipin, Chlorpromazin 
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sowie Dynasore zeigten keinen signifikanten Effekt auf die Aufnahme der carboxyl-PS NP.  Die 

weiteren Ergebnisse haben gezeigt, dass die Zugabe von EIPA bzw. Chlorpromazin keine Wir-

kung auf die Aufnahme des amino-PS NP aufweisen (Abbildung 38 B) und bestätigt somit, dass 

die amino-funktionalisierten Partikel nicht über die Makropinozytose bzw. Clathrin-abhängige 

Endozytose in die Zellen gelangen. Eine Hemmung mit etwa 30% auf die Aufnahme der PS-

NH2 NP zeigten Cytochalasin D und Filipin (Abbildung 38 B). Da in manchen Studien berich-

tet wurde, dass Cyt D und Filipin einen Einfluss auf die Caveolae-vermittelte Endozytose ausü-

ben, verläuft die Aufnahme der NH2-PS NP vermutlich über die Caveolae-vermittelte Route. 

Weitere Messungen mittels Durchflusszytometrie haben gezeigt, dass der Inhibitor Dynasore 

sowohl PS-COOH NP als auch PS-NH2 NP in ihrer Aufnahme hemmt, jedoch mit etwa 15% 

nur eine schwache Hemmung ausübt verglichen mit den Inhibitoren der Makropinozytose, mit 

denen die Absorption bis zu 70% gehemmt wurde. Offensichtlich nehmen beide PS NP Typen 

teilweise den Dynamin-abhängigen Transportweg in die Caco-2-Zellen. Eine weitere Gemein-

samkeit für die beiden NP wurde in Bezug auf die Zugabe des Chlorpromazins festgestellt. 

Chlorpromazin zeigte keinen Einfluss auf die Aufnahme der NP. Dies ist somit ein Hinweis 

(Abbildung 38), dass die Partikel nicht über die Clathrin-vermittelte Endozytose in die Zellen 

eintreten. Als Schlussfolgerung kann zusammengefasst werden, dass die carboxyl-

funktionalisierten PS NP über den Weg der Makropinozytose in die Caco-2-Zellen internalisiert 

werden, während die amino-funktionalisierten PS NP vorwiegend  die Caveolae-vermittelte 

Route nehmen. Obwohl beide PS NP etwa den gleichen Durchmesser aufweisen, spielt vermut-

lich die Oberflächenfunktionalisierung eine entscheidende Rolle bei der Wahl des Aufnahme-

weges in die Zelle.   

3.3.7 Transzytose der PS NP im Ussing-Chamber System durch ein 

Schweinedarmgewebe 

3.3.7.1 Transport der PS NP im Ussing-Chamber System   

Zur Beurteilung des Partikeltransportes durch Epithelzellen wurde eine weitere Methode, die ein 

ex vivo System darstellt, herangezogen. Damit sollte eine Analyse an einem natürlicheren Mo-

dell durchgeführt werden. Für dieses Experiment wurde ein Ussing-Chamber System, das oben 

bereits beschrieben wurde, verwendet. Das Schweinedarmgewebe wird  aufgrund seiner Eigen-

schaften oft als geeignetes Material eingesetzt. Das Gewebe des Dünndarms aus Schwein weist 

dem eines Menschen anatomische und physiologische Ähnlichkeiten auf und wird deswegen 

sehr oft als Labormaterial verwendet [173, 174]. Dies sollte helfen, mehr Informationen über die 

Arzneimittelgabe auf dem oralen Weg durch eine Darmzellschicht zu erhalten. Der erste Schritt 

war die Untersuchung der Transportfähigkeit der Polystyrolpartikel als Modell mit unterschied-

lichen funktionellen Gruppen, carboxyl- oder amino-Gruppe, in einer Konzentration von 150 

µg/ml zu vergleichen. Die Transportrichtung wurde von mukosal nach serosal untersucht, was 
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der Anordnung von apikal nach basolateral im Transwell® System sowie der aus dem Darmlu-

men auf die Blutseite entspricht.  

 

Abbildung 39: Transzytose der PS-COOH NP und der PS-NH2 NP durch das Schweinedarmgewebe nach 

4 h. Das Experiment wurde im Ussing-Kammer System mit der NTS Lösung auf beiden Kammerseiten 

durchgeführt. Der Transport der  150 µg/ml NP wurde in Richtung von mukosal (apikal)  nach serosal 

(basolateral)  untersucht. Die verwendete Konzentration der NP wurde als 100% gesetzt.  

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die carboxylierten PS NP mit 1% Transportrate eine relativ 

gute Fähigkeit zur Transzytose durch den Zwölffingerdarm im Schweinegewebe aufweisen. Im 

Gegensatz dazu konnte nur eine sehr geringe Menge unter 0,1% der aminierten  PS NP auf der 

serosalen Seite detektiert werden (Abbildung 39). Diese geringe Transportrate könnte aufgrund 

der Neigung der PS-NH2 NP zu einer Aggregation oder einer starken Wechselwirkung mit der 

negativ geladenen Schleimoberfläche zustande gekommen sein. Einige Studien haben beobach-

tet, dass anionische Partikel besser durch das Darmgewebe, das mit einer Schleimschicht be-

deckt ist, transportiert werden können [210]. Die adhäsive Interaktion der Partikel mit dem 

Mukus kann aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen erreicht werden. Da die glyko-

sylierten Regionen von Muzin sehr reich an negativen Ladungen sind, ist der Schleim in der 

Lage positiv geladene Teilchen mit sehr hoher Affinität zu binden  [211]. Aufgrund der negati-

ven Ladung und hydrophoben Domänen des Schleims, bildet es eine sterische Barriere für posi-

tiv geladene Substanzen [212]. Wahrscheinlich könnten die physikalischen Eigenschaften der 

Mukusschicht der Grund für die 10-mal niedrigere Transportrate von aminierten Partikeln sein. 

Diese Ergebnisse korrelieren mit den Ergebnissen aus den in vitro Tests im Transwell® System, 

bei denen die Transportrate bei der gleichen eingesetzten Konzentration von 150 µg/ml in der 

Donorlösung für die carboxylierten PS NP bei etwa 1,1% (Abbildung 29 A) und für aminierte 

NP bei etwa 0,3% lag (Abbildung 29 B). Somit veranschaulichen diese Experimente, dass die 

stark positiv-geladenen aminierten Polystyrolpartikel für den Transport durch die Epithelwand 

weniger geeignet sind als die carboxylierten PS NP. Im Allgemeinen wird es deutlich, dass die 

stark-positiven Partikel zwar  in der Lage sind sehr gut an der Zelloberfläche zu adhärieren, 

jedoch nicht immer für eine bessere Transzytoserate sorgen und somit keine gut geeigneten 

Kandidaten für den Transport der Substanzen durch eine Dünndarmwand darstellen.   
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3.3.7.2 Einfluss der Funktionalisierung der PS NP mittels WGA auf die 

Transzytose durch Duodenumgewebe    

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die Funktionalisierung der Polystyrolpartikel mittels 

des Lektins WGA einen Effekt auf die Transportrate durch Schweinedarmgewebe zeigt. Wie 

bereits oben beschrieben, wurde in manchen Studien festgestellt, dass einige Lektinarten und 

darunter WGA einen positiven Einfluss auf die Absorption der Partikel ausüben [99, 102].  

 

Abbildung 40: Die Transzytose der PS-COOH NP (A) und der PS-NH2 NP (B) durch das Schwei-

nedarmgewebe nach 4 h. Das Experiment wurde im Ussing-Kammer System mit der NTS Lösung auf 

beiden Kammerseiten durchgeführt. Für den Transport wurden 150 µg/ml NP  ohne oder mit 15 µg/ml 

WGA eigesetzt. Die Transzytose wurde in Richtung von mukosal (apikal)  nach serosal (basolateral)  

untersucht. Die Menge der NP in der Stammlösung wurde als 100% gesetzt.  

Die Resultate  haben veranschaulicht, dass die Adsorption des WGA an carboxyl- bzw. amino-

PS NP zu einer 10% bzw. 30% Verringerung der Transzytoserate durch das ex vivo Duodenum-

gewebe führt (Abbildung 40). Diese Ergebnisse decken sich mit den festgestellten Resultaten 

für die Transportrate durch die Caco-2 Zellen im Transwell® System, in denen die Zugabe des 

WGA ebenfalls zu einer etwa 10%igen Reduzierung der Transzytose der PS-COOH NP geführt 

hat (Abbildung 32). Bei den Ergebnissen der Durchflusszytometrie ließ sich im gleichen Maße 

ein Herabsetzten der Aufnahme der PS NP feststellen (Abbildung 37). Demzufolge korrelieren 

die Ergebnisse und bestätigen, dass das Lektin WGA kein geeignetes Mittel zur Verbesserung 

der Aufnahme und Transzytose der PS NP darstellt. Des Weiteren sind die beiden Methoden, 

Transwell® System in vitro und Ussing-Chamber System ex vivo, zum Vergleich der Ergebnis-

se gut geeignet und können weiterhin zur Untersuchung der Transzytose der medizinisch inte-

ressanten Substanzen zur oralen Verabreichung herangezogen werden.   
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3.4 Glycolchitosan NP (GC NP)  

3.4.1 Untersuchung der Adhäsionseigenschaften der GC NP mittels REM   

Um dem Ziel eines geeigneten Trägersystems für Peptide in Form von Nanopartikeln näher zu 

kommen, wurde das Polysaccharid Chitosan getestet. Chitosan ist ein bioabbaubares und nicht 

toxisches Polymer mit zahlreichen Aminogruppen, das aufgrund seiner mukoadhäsiven Eigen-

schaften eine erhöhte Adsorption zeigt [86]. Es wurde berichtet, dass wegen der positiven La-

dung des Chitosans dieses in der Lage ist, verstärkt an die negativ-geladene Oberfläche der Zel-

len zu binden und somit in Form von Nanopartikeln den Transport durch die Caco-2 Zellen 

[177, 178] verbessern kann.  

 

Abbildung 41: Darstellung der Oberfläche einer Caco-2 Zelle nach einer Inkubation mit den Glycolchito-

san NP mittels Rasterelektronenmikroskopie. Die Caco-2 Zellen wurden 14 Tage im Transwell® System 

gezüchtet und anschließend 24 h mit 150 µg/ml GC NP im Wachstumsmedium inkubiert. Die Dehydrie-

rung der Zellen erfolgte über eine aufsteigende Isopropanolreihe mit anschließendem Austausch gegen 

Kohlendioxid.   

Zunächst wurden die Glycolchitosan NP (GC NP) mittels Rasterelektronenmikroskopie in Be-

zug auf ihre Bindungseigenschaften an die Zelloberfläche untersucht. Dafür wurden die Caco-2 

Zellen 14 Tage im Transwell® System kultiviert, und anschließend 24 h mit den GC NP inku-

biert. Danach wurden die Proben über eine aufsteigende Isopropanolreihe dehydriert und mit 

Platin bedampft. Die Aufnahmen haben gezeigt, dass die GC NP in einer sehr hohen Anzahl an 

den Mikrovilli der Caco-2 Oberfläche zu finden sind (Abbildung 41). Weiterhin ließ sich deut-

lich erkennen, dass die ursprünglich im wässrigen Medium gelösten NP nach der Dehydrierung 

von 230 nm bis auf etwa 20 nm stark geschrumpft sind. Im Fall der Polystyrol NP konnte keine 

Abnahme des Durchmessers nach dem Entwässerungsschritt beobachtet werden (Abbildung 

25). Die Eigenschaft des Chitosans, sich plastisch zu verhalten und zu verformen, könnte als ein 

Vorteil bei der Aufnahme und dem Transport der Partikel durch die Zelle betrachtet werden und 

kann von großem Nutzen bei der Entwicklung von Wirkstoffträgersystemen sein.   
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3.4.2 Biokompatibilität der Glycolchitosan NP  

Zur Bestimmung der Biokompatibilität der Glycolchitosan NP wurden die Caco-2 Zellen mit 

einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von 2,3 µg/ml bis 600 µg/ml im Wachstumsmedium 

inkubiert. Der anschließende Zytotoxizitätstest (CellTiter-Glo®) wurde nach Anleitung des 

Herstellers durchgeführt. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Toxizität der GC NP keinen 

zeitlichen Verlauf aufweist. Sogar nach 24 h Inkubationszeit ließ sich deutlich erkennen, dass 

die Partikel auch bei hohen Konzentrationen keine toxischen Effekte ausüben. Selbst bei der am 

höchsten eingesetzten Konzentration von 600 µg/ml blieben die Caco-2 Zellen metabolisch 

aktiv (Abbildung 42). Interessanterweise wurde beobachtet, dass mit steigender Konzentration 

der GC NP auch der Stoffwechsel in den Zellen in Bezug auf ihre Viabilität leicht erhöht ist. 

Ein Grund dafür kann die Gegenwart der Polyglutaminsäure (PGA) sowie des Natriumgluta-

mats in der GC NP Dispersionslösung gewesen sein, die bei der Herstellung der Partikel einge-

setzt wurden. Es ist bekannt, dass Glutamat mithilfe eines Transporters EEAT (excitatory amino 

acid transporter, exzitatorischer Aminosäurentransporter) in die Zellen eingeschleust wird, der 

in einer engen Verbindung mit dem Energiemetabolismus steht und somit eine wichtige Rolle in 

der Physiologie der Zelle spielt [213]. Dieser Prozess übt eine stimulierende Wirkung auf die 

Zellen aus, wodurch die metabolische Aktivität gesteigert wird. Diese wiederum führt zu einem 

erhöhten Signal bei der Bestimmung der Toxizität. Demzufolge führt die Zugabe des Glutamats 

zu einer erhöhten Viabilität. Weiterhin haben manche Studien die Eigenschaften des Polysac-

charids GC analysiert und gezeigt, dass Chitosan nur eine sehr geringe Toxizität und eine hohe 

Biokompatibilität aufweist [84, 85]. Somit stimmen diese Ergebnisse mit den Ergebnissen ande-

rer Gruppen überein.      

 

Abbildung 42: Zytotoxizität der Glycolchitosan NP auf die Caco-2 Zellen nach einer 4 h oder 24 h Ein-

wirkzeit. Die NP wurden mit Wachstumsmedium auf eine entsprechende Konzentration (0; 2,34; 4,69; 

9,38; 18,75; 37,5; 75; 150; 300 und 600 µg/ml) verdünnt und zu den Zellen gegeben.  
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3.4.3 Intrazelluläre Aufnahme der GC NP  

Die intrazelluläre Lokalisation der mit RBITC markierten GC NP wurde mithilfe der konfoka-

len Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht. Im ersten Schritt wurde die Internalisierung der 

GC NP mit dem freien Farbstoff RBITC verglichen. Die Mikroskopie-Bilder der GC NP zeigten 

einige gefärbte Punkte und zusätzliche Filamente im Inneren der Zellen (Abbildung 43 A). In 

der Probe mit freien RBITC wurden nur die markierten Filamente beobachtet (Abbildung 43 B). 

Dies ist ein Indiz für die Lokalisierung der GC NP in den Endosomen während das freie RBITC 

auch in anderen intrazellulären Strukturen lokalisiert ist. Die Aufnahmen bestätigen somit die 

Lokalisierung der GC NP in den Zellenkompartimenten, die für den Transport der kleinen Sub-

stanzen relevant sind. Außerdem lässt es sich deutlich erkennen, dass die Fluoreszenzsignale der 

GC NP und des freien Farbstoffes überlappen. Offensichtlich können das freie RBITC sowie 

das nicht gebundene RBITC aus den GC Nanopartikel freigesetzt werden und spezifische Struk-

turen in Form von Filamenten in der Zelle markieren.  

 

Abbildung 43: Der Vergleich der intrazellulären Aufnahme (A) der GC NP und (B) des freien Farbstoffs 

RBITC in die Caco-2 Zellen nach 4 h Inkubationszeit. Die Caco-2 Zellen wurden für 3 Tage in eine µ-

Schale ausgesät und anschließend mit 150 µg/ml GC NP in Wachstumsmedium inkubiert. Der Wasch-

vorgang diente dem Entfernen der nicht internalisierten Partikel. Die Zellmembran wurde mittels WGA 

Oregon Green® 488 (rot) gefärbt, die GC NP wurden mit RBITC markiert und der Zellkern mit DRAQ5 

sichtbar gemacht.   

Zum besseren Verständnis der Lokalisation der Partikel wurden die Proben parallel zu den GC 

NP mit einem Farbstoff MitoTracker®, der die Mitochondrien sichtbar macht, untersucht. Die 

Färbung der Mitochondrien veranschaulichte, dass das Fluoreszenzsignal von RBITC sich mit 

dem Signal von Mitochondrien überlappt (Abbildung 44 A3, B3). Es kommt zu einer Überlage-

rung der Fluoreszenzsignale von beiden, Partikel und MitoTracker®, was sich in einer orange-

nen Färbung erkennen lässt. Die einzeln lokalisierten grünen Punkte liegen außerhalb der mit 

MitoTracker® gefärbten Mitochondrien. Die Co-Lokalisation lässt sich bereits nach 30 min 

Inkubationszeit mit den GC NP feststellen (Abbildung 44 A3). Weiterhin lässt sich bemerken, 
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dass das Signal der Partikel nicht nur in den Mitochondrien zu finden ist, sondern wie schon 

vorher beobachtet als einzelne Punkte in der Zelle. Dies ist ein eindeutiges Zeichen für die Lo-

kalisation der GC NP in den Transportvesikeln.    

 

Abbildung 44: Untersuchung der Lokalisation der GC NP nach 30 min (A) und nach 4 h (B) in den Caco-

2 Zellen mittels Konfokaler Laserscanning Mikroskopie. Die Caco-2 Zellen wurden für 3 Tage in eine µ-

Schale ausgesät und anschließend mit 150 µg/ml GC NP (grün) in Wachstumsmedium inkubiert. Nach 

dem Entfernen der NP im Überstand wurden die Mitochondrien mit MitoTracker® (rot) angefärbt.   
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Diese Ergebnisse haben deutlich gezeigt, dass die Caco-2 Zellen in der Lage sind, die GC NP in 

sehr kurzer Zeit aufzunehmen. Da die Caco-2-Zellen das Modell für die intestinale Aufnahme 

von NP darstellen, zeigt dieses Experiment, dass Chitosan in Form von NP mit hoher Effizienz 

internalisiert werden kann und es sich als Wirkstoffträgersystem eignet. 

Weiterhin wurde untersucht, ob das Adsorptionsverhalten der GC NP einer zeitlichen Kinetik 

unterliegt. Wie die Bilder gezeigt haben, sind an den Mikrovilli nach 4 h Inkubation viele haf-

tende GC NP zu sehen (Abbildung 45 A), wobei nach 24 h mehr adhärente Partikel zu finden 

sind (Abbildung 45 B). Das hohe Adhäsionsverhalten der GC NP wurde bereits bei den REM 

Aufnahmen beobachtet (Abbildung 41) und korreliert somit mit den festgestellten Resultaten.   

 

Abbildung 45: Der Vergleich der Adhäsion der GC NP (A) nach 4 h und (B) nach 24 h Inkubation mit 

den Caco-2 Zellen nach Kultivierung im Transwell® System. Nach dem Waschen der Proben zum Ent-

fernen der frei liegenden Partikel, wurden die Membranen mit dem Zell-Layer ausgeschnitten, gefärbt 

und zwischen zwei Deckgläschen platziert. Die Zellmembran wurde mittels WGA Oregon Green® 488 

gefärbt (rot), die GC NP wurden mit RBITC markiert (grün) und der Zellkern mit DRAQ5 sichtbar ge-

macht (blau).   

3.4.4 Transzytose der GC NP und GChPYY NP im Transwell® System   

3.4.4.1 Effekt des FBS auf den Transport der GC NP  

Um herauszufinden, ob der Transport der Glycolchitosan NP von den Komponenten im FBS 

abhängig ist, wurden diese im Medium mit FBS oder ohne FBS verdünnt und auf die apikale 

Seite im Transwell® System zugegeben. Nach einer Inkubation von 4 h oder 24 h ließ sich ein 

deutlich positiver Effekt des FBS auf die Transzytose der GC NP verzeichnen. Die Ergebnisse 

haben gezeigt, dass die Zugabe des FBS nach 24 h Inkubation die Transportrate um 40% im 

Vergleich zu den Proben ohne FBS erhöht hat (Abbildung 46). Wie zuvor im Falle der Polysty-

rol NP festgestellt wurde, ließ die Anwesenheit der FBS Komponente die Transzytose ebenfalls 

steigern (Abbildung 31). Wie oben schon vermutet und ausführlich beschrieben (Kapitel 

3.3.5.3), könnte die Gegenwart des Proteins Albumin, sowie von Vitamin A, für die Zunahme 
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der Transportrate der GC NP durch die Caco-2 Zellschicht verantwortlich sein. Dabei kann Al-

bumin, welches an die Oberfläche der NP adsorbiert, an den FcRn-Rezeptor binden, wodurch 

die NP über eine Rezeptor-vermittelte Endozytose effizienter in die Zelle aufgenommen wer-

den. Es wurde berichtet, dass die Caco-2 Zellen den FcRn-Rezeptor exprimieren [191-193]. 

Dadurch kann eine gezielte Interaktion zwischen den GC NP und den Zellen im Medium mit 

FBS stattfinden, wodurch die Transzytose verbessert wird. Ein weiterer Kandidat ist Vitamin A, 

das mit hoher Affinität an den STRA6 Rezeptor bindet, weshalb ebenfalls NP über eine Rezep-

tor-vermittelte Endozytose aufgenommen werden können [196-198].    

Die Chitosan NP sind mit einer Größe von 230 nm größer als die Polystyrol NP, welche eine 

Größe von etwa 130 nm aufweisen. Im Rahmen der vorliegenden Experimente zeigte sich, dass 

die Chitosan NP trotz ihrer höheren Größe eine bessere Transportkapazität aufweisen. Diese 

zeigen mit bis zu 3% eine verbesserte Transzytoserate im Vergleich zu der Transportrate der 

PS-COOH NP mit bis zu 2% sowie PS-NH2 NP mit unter 0,5%. Für diese Beobachtung könnte 

zum einen die Stabilität der GC NP ohne sichtbare Aggregate im Medium verantwortlich sein. 

Zum anderen verlängert sich aufgrund seiner mukoadhäsiven Eigenschaften und guter Verform-

barkeit die Kontaktzeit zwischen den Substanzen und der Zelloberfläche bei den GC NP. Somit 

zeichnet sich Chitosan als ein sehr gut geeignetes Polymer für die Verbesserung der Transzytose 

aus. Darüber hinaus ist Chitosan in der Lage durch reversible Öffnung der Tight Junctions [214, 

215] die parazelluläre Permeabilität zu erhöhen und dadurch die Transportgeschwindigkeit von 

Nanopartikeln zu steigern. Dies führt ebenfalls zu einer verbesserten Transzytose. Diese Merk-

male machen daher die Chitosan Nanopartikel zu vielversprechenden Kandidaten für die Wei-

terentwicklung der Arzneimittel zur oralen Verabreichung im klinischen Umfeld.  

 

Abbildung 46: Effekt des FBS auf den Transport der Chitosan NP in einem Transwell® System nach 4 h 

oder 24 h Inkubation. Die Chitosan NP wurden im Wachstumsmedium ohne oder mit FBS auf eine Kon-

zentration von 150 µg/ml verdünnt und für 4 h oder 24 h zugegeben. GC NP: Glycolchitosan Nanoparti-

kel; FBS: Fötales Bovines Serum.    
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3.4.4.2 Effekt des WGA auf den Transport der GC NP  

Bei der Suche nach einer Substanz zur Verbesserung der Transzytoserate durch die intestinale 

Zellschicht, wurde das Lektin WGA getestet. Verschiedene Lektinarten haben die Fähigkeit 

eine spezifische Bindung mit N-Acetyl-D-Glucosamin sowie Sialinsäure einzugehen, wodurch 

die Muko- und Zytoadhäsion verbessert wird. [102, 107]. Parallel dazu wurde der Einfluss des 

FBS auf die Transportrate der GC NP mit oder ohne Lektin WGA untersucht. Die Ergebnisse 

haben einen deutlichen Anstieg der Transzytose bei allen Proben in Anwesenheit des WGA 

gezeigt. Die Zunahme der Transportrate lag in Mono- sowie in Co-Kultur bei etwa 30% 

(Abbildung 47). Verglichen mit dem leicht inhibierenden Effekt des WGA auf den Transport 

der PS-COOH NP (Abbildung 32), lässt sich ableiten, dass je nach Art des Polymers das Lek-

tin unterschiedliche Einflüsse auf die Transzytose der NP ausübt. Die Anwesenheit des FBS 

zeigte keinen Einfluss auf die Proben mit WGA im Vergleich zu denen ohne Lektin, jedoch wie 

bereits schon im Fall der Polystyrol NP festgestellt wurde (Abbildung 31), übt FBS einen posi-

tiven Effekt auf die Transzytose aus.      

 

Abbildung 47: Effekt des Proteins WGA auf den Transport der Glycolchitosan NP im Medium mir 10% 

FBS (+FBS) oder ohne FBS (-FBS) nach 4 h oder 24 h im Transwell® System. Die Caco-2 Zellen wur-

den nach 14 Tagen Wachstum im Transwell® System 3 Tage als Mono-Kultur mit EMEM oder als Co-

Kultur mit Raji-Zellen gehalten. Die GC NP wurden im Wachstumsmedium auf eine Konzentration von 

150 µg/ml mit oder ohne 15 µg/ml WGA gelöst und apikal zugegeben. Zur Berechnung der Transportrate 

wurde die Konzentration der NP Donorlösung als 100% gesetzt.   

Des Weiteren wurde die Bindung des WGA an die Glycolchitosan NP mittels der Western-Blot 

Methode untersucht. Dabei lässt sich eine deutliche Bande bei 18 kDa (WGA) feststellen (Ab-

bildung 48). 
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Abbildung 48: Western-Blot Analyse der Adsorption des Lektins WGA an die GC NP. Die 150 µg/ml NP 

wurden jeweils mit 15 µg/ml WGA oder WGA+FBS oder nur mit FBS 1 h bei 37 °C inkubiert. Um die 

nicht gebundenen Proteine zu entfernen, erfolgten drei Zentrifugations-Wasch-Schritte.    

Dies ist ein Hinweis, dass auch nach dem mehrmaligen Waschen und Zentrifugieren WGA an 

den GC NP gebunden ist und dieses sich somit zur Funktionalisierung der Partikeloberfläche 

eignet. Eine weitere interessante und wichtige Feststellung ist, dass die FBS-Proteine das WGA 

nicht vom Partikel verdrängen. Es lassen sich in Anwesenheit von FBS etwas stärker ausgepräg-

te WGA-Banden erkennen, was vermutlich auf eine erhöhte Adsorption des WGA schließen 

lässt.      

3.4.4.3 Effekt von Vitamin B12 in Kombination mit IF auf die Transzytose 

der GC NP   

Im folgenden Experiment wurde die Wirkung von Vitamin B12 in Kombination mit intrinsi-

schem Faktor (IF) als einen wichtigen Zusatz für die Rezeptor-vermittelte Endozytose unter-

sucht. Diese Studie könnte von großem Nutzen sein, um den Transport der Arzneimittel durch 

die Epithelzellen aus dem Darm in Richtung Blutkreislauf zu verbessern. Es wurde bereits be-

richtet, dass durch die Rezeptor-vermittelte Endozytose mittels Vitamin B12 eine 4–fach besse-

re Aufnahme des Erythropoetins oder des Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors, erzielt 

werden kann [108, 110]. Weiterhin wurden signifikante Fortschritte bei der oralen Verabrei-

chung der Peptide, eingebunden in das Vitamin-B12-Aufnahmesystem [111, 112], sowie der 

Folatabsorption [113, 114] gemacht. Einige Studien haben einen verbesserten Transport durch 

die Caco-2 Zellen von Polysciences Nanopartikel, die mit Vitamin B12 funktionalisiert wurden, 
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demonstriert [108, 115]. Die humanen Kolon-Adenokarzinom Zellen sind in der Lage sowohl 

den als auch den Transcobalamin II zu exprimieren. Dabei bindet der in den Hepatozyten pro-

duzierter intrinsischer Faktor an den Cobalamin-Rezeptor. Dieser Komplex wird dann in der 

Zelle vom Transcobalamin II aufgefangen, um den weiteren Transport zur basalen Zellmembran 

zu ermöglichen. Die Expression dieser Komponente stieg am 6. Tag und erreichte den höchsten 

Level zwischen dem Tag 10 und 15 in der Zellkultur [116]. Diese beiden Faktoren sind wichtig 

für die Aufnahme sowie Transport des Vitamin B12 und folglich den Transzytoseprozess der 

mit Vitamin B12 funktionalisierten Nanopartikel durch die Darmwand. Der aufgenommene 

Vitamin B12 wird im Darm an intrinsischen Faktor gebunden. Dieser Komplex interagiert dann 

mit dem Rezeptor der Epithelzellen im Dünndarm und wird aufgenommen. Studien haben 

nachgewiesen, dass die mit Insulin gefüllte Nanopartikel nach der Konjugation mit dem Vita-

min B 12 an der Oberfläche eine verbesserte Absorption des Insulins nach einer oralen Verab-

reichung aufweisen [111, 117-119].      

Die Vorinkubation der Glycolchitosan NP erfolgte bei 37 °C mit Vitamin B12 in An- oder Ab-

wesenheit des IF im Medium. Dieser Schritt diente zur Funktionalisierung der Partikel. Die 

Ergebnisse haben gezeigt, dass allein durch Zugabe von Vitamin B12 eine 2-fache und in An-

wesenheit des IF ohne Vitamin B12 eine 3-fache Erhöhung der Transzytoserate nach 4 h ver-

zeichnet werden konnte. Der beste Effekt auf die Verbesserung der Transzytose wurde in An-

wesenheit der beiden Komponenten, Vitamin B12 in Kombination mit IF, erreicht. In diesem 

Fall stieg der Transport um das 5-fache im Vergleich zu den GC NP ohne Funktionalisierung 

(Abbildung 49).   

 

Abbildung 49: Effekt von Vitamin B12 in Kombination mit Intrinsischem Faktor auf die Transzytose der 

Chitosan Partikel (A) nach 4 h und (B) nach 24 h im Transwell® System. Die GC NP wurden im Wachs-

tumsmedium auf eine Konzentration von 150 µg/ml mit oder ohne 10 µM Vitamin B12 sowie mit oder 

ohne 0,58 µg/ml intrinsischem Faktor (IF) gelöst und apikal zugegeben. Zur Berechnung der Transportra-

te wurde die Konzentration der NP Donorlösung als 100% gesetzt.        
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Ein Grund für diese Feststellung ist die Anwesenheit der beiden Faktoren, die für den Transport 

der Cobalamine von großer Bedeutung sind. Durch die Adsorption von IF in Kombination mit 

Vitamin B12 können die Partikel über eine Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zellen auf-

genommen werden, wodurch diese mit einer höheren Effizienz in Richtung der basalen Seite 

transportiert werden. Auch nach 24 h konnte ein Anstieg der Transzytose beobachtet werden, 

jedoch ist der Effekt der Funktionalisierung schwächer ausgeprägt. Die Transportrate erhöhte 

sich nur 1,2-fach im Vergleich zu den nicht funktionalisierten Partikeln. Somit wurde klar, dass 

Vitamin B12 in Verbindung mit IF vorwiegend in den ersten Stunden nach der Zugabe einen 

starken Effekt ausübt. Vermutlich sind die Cobalamin-Rezeptoren nach einem bestimmten Zeit-

intervall gesättigt und erreichen damit ihr Maximum in dem Aufnahmeverhalten.   

3.4.4.4 Konzentrationsabhängige Transzytose der GChPYY NP  

Wie bereits erwähnt, sollten die Glycolchitosan NP (GC NP) der Entwicklung eines Peptid-

haltigen Trägersystems dienen. Dafür wurde das humane Peptid YY (hPYY) in das Polysaccha-

rid GC eingekapselt und ebenfalls auf seine Transporteffizienz untersucht. Für dieses Experi-

ment wurden die hPYY-haltigen GC NP (GChPYY NP) im Wachstumsmedium auf verschiede-

ne Konzentrationen (10; 20; 40; 75; 150 oder 300 µg/ml) verdünnt und auf die apikale Seite im 

Transwell® System zugegeben. Die Analyse ergab, dass es eine signifikante Korrelation zwi-

schen der eingesetzten Konzentration und der transportierten Menge an Partikel besteht. Je nied-

riger die eingesetzte Konzentration war, desto effizienter war die Transportrate in % der einge-

setzten Donorlösung. Bei der verwendeten Konzentration von 300 µg/ml sind durch die Zell-

schicht der Mono-Kultur etwa 0,15% der Partikel durchgegangen, während bei den eingesetzten 

10 µg/ml die Transportrate auf 1,5% gestiegen ist. Im Fall der Co-Kultur wurden bei 300 µg/ml 

nur 0,2% und bei 10 µg/ml etwa 2,9% der ursprünglich eingesetzten Partikel auf der basolatera-

len Seite detektiert (Abbildung 50).  

Im Allgemeinen ließ sich nach 24 h Inkubationszeit ein deutlicher Anstieg der Transportrate bei 

allen getesteten Konzentrationen erkennen. Bei der Mono-Kultur war hierbei eine 2-fache und 

bei der Co-Kultur 3-fache Zunahme der Transzytoserate zu verzeichnen. Durch die mukoadhä-

siven Eigenschaften des Chitosans kommt es zu einer verlängerten Kontaktzeit zwischen der 

Zelloberfläche und den Nanopartikeln, wodurch die Transzytose verbessert wird. 
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Abbildung 50: Konzentrationsabhängiger Transport der mit hPYY gefüllten Glycolchitosan NP (GCh-

PYY NP) im Transwell® System nach 4 h und 24 h. Die Kultivierung der Caco-2 Zellen erfolgte über 14 

Tage mit anschließender Inkubation mit EMEM als Mono-Kultur oder den Raji-Zellen als Co-Kultur im 

Transwell® System. Die Legende im Diagramm gibt die Konzentration der apikal zugegebenen NP in 

µg/ml an. Die verwendete Konzentration der Donorlösung wurde zur Referenz als 100% gesetzt.       

Die Feststellung, dass bereits bei der eingesetzten Konzentration von 10 µg/ml bis zu 4,5% der 

NP durch eine Fläche von etwa 1 cm
2
 transportiert werden können, zeigt, wie effizient die 

Transportrate ist. Studien zufolge liegt die durchschnittliche Länge des Dünndarms bei etwa 7 

Metern mit einem Durchmesser von 2,5-3 cm [216], die Oberfläche der menschlichen Dünn-

darmschleimhaut beträgt etwa 32 m
2
 [217]. Diese Kontaktfläche im nativen System ist demzu-

folge groß genug, um eine ausreichende Menge an Nanopartikel und damit des eingekapselten 

humanen PYY in Richtung des Blutkreislaufs transportieren zu können.    

3.4.4.5 Effekt des WGA auf den Transport der GChPYY NP  

Zur Analyse auf die mögliche Verbesserung der Transzytoserate der GChPYY NP wurde das 

schon vorher erwähnte Lektin WGA getestet. In Gegenwart von WGA ist die Transzytose der 

NP im Fall der Mono- und Co-Kultur leicht inhibiert. Nach 4 h wird eine 15% Reduktion und 

nach 24 h eine 10% Reduktion des Transportes von apikaler zu basolateraler Seite festgestellt 

(Abbildung 51). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den nicht mit hPYY gefüllten GC 

NP. Im Fall der GC NP ohne hPYY wurde eine deutliche Zunahme der Transzytoserate in An-

wesenheit des WGA und somit ein positiver Effekt des Lektins festgestellt (Abbildung 47).  
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Abbildung 51: Effekt des Proteins WGA auf den Transport der hPYY haltigen GC NP (GChPYY NP)  im 

Medium mit 10% FBS nach 4 h oder 24 h Inkubation im Transwell® System. Die Caco-2 Zellen wurden 

nach 14 Tagen Wachstum im Transwell® System 3 Tage als Mono-Kultur mit EMEM oder als Co-Kultur 

mit Raji-Zellen gehalten. Die NP wurden im Wachstumsmedium auf eine Konzentration von 150 µg/ml 

mit oder ohne 15 µg/ml WGA gelöst und apikal zugegeben. Zur Berechnung der Transportrate wurde die 

Konzentration der NP Donorlösung als 100% gesetzt.  

Eine mögliche Erklärung für diese Differenz kann die Präsenz der PGA in den GChPYY NP 

Proben sein, da PGA für die Synthese der PYY-haltigen NP benötigt wird. Aufgrund der nega-

tiven Ladung der PGA [213] kann diese vermutlich an die positiv-geladene Oberfläche des 

WGA [103] binden und dadurch die Interaktion zwischen den NP und der Zelloberfläche verän-

dern. Die GChPYY NP besitzen auf diese Weise eine weniger positiv-geladene Hülle und zei-

gen dadurch andere Eigenschaften als die GC NP. Diese Ergebnisse verdeutlichen, wie wichtig 

es ist den möglichen Effekt der bei der Synthese der Nanopartikel eingesetzten zusätzlichen 

Substanzen zu beachten.   

3.4.5 Endozytose der GC NP und GCrPYY NP    

3.4.5.1 Vergleich der Aufnahme der GC NP und des freien RBITC  

Darüber hinaus wurde die Endozytose der GC NP im Vergleich zu dem freien Farbstoff in die 

Caco-2 Zellen bei den unterschiedlichen Konzentrationen untersucht. Dies diente der Überprü-

fung, ob nur der von den GC NP Proben freigesetzte Farbstoff oder auch das an das Glycolchi-

tosan gebundene RBITC in die Zellen transportiert werden kann. Es lässt sich deutlich erken-

nen, dass bei der gleich eingesetzten Konzentration des Farbstoffs in Proben mit GC NP und 

freiem RBITC ein signifikanter Unterschied zu sehen ist. Dabei wird nur 3% vom freien Farb-

stoff im Vergleich zu 80% des Signals kommend von GC NP in Bezug auf die Gesamtpopulati-

on der Zellen detektiert (Abbildung 52). Dieses positive Ergebnis weist nach, dass der Farbstoff 

tatsächlich an das Chitosan gebunden ist und das Polymer in Form von Nanopartikel mit hoher 

Effizienz in die Epithelzellen aufgenommen wird.   
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Abbildung 52: Aufnahme der GC NP im Vergleich zum freien Farbstoff RBITC im Wachstumsmedium 

ohne oder mit 10% FBS. Die Caco-2 Zellen wurden 3 Tage kultiviert, mit den GC NP oder freiem RBITC 

inkubiert und anschließend zur Messung mittels Trypsin-EDTA abgelöst. Die Konzentration des freien 

Farbstoffs in den Proben entsprach der Gesamtkonzentration des zur Markierung der GC NP eingesetzten 

Farbstoffs. Die Detektion der Aufnahme erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die prozentualen Anga-

ben beziehen sich auf die Gesamtpopulation der Zellen nach 4 h Inkubation mit den fluoreszenz-

markierten Proben und entsprechen somit dem Anteil der Zellen mit einem positiven Fluoreszenzsignal.   

3.4.5.2 Vergleich der Aufnahme der GCrPYY NP und der GC NP  

Bei der weiteren Analyse wurde getestet, ob es einen Unterschied in der quantitativen oder zeit-

lichen Aufnahme zwischen den GC NP und den GCrPYY NP gibt. Dafür wurden die Proben 

mit gleicher Konzentration der NP behandelt und nach dem Ablösen mittels Durchflusszytomet-

rie untersucht. Die Detektion des Fluoreszenzsignals zeigte, dass sich in den ersten 4 h keine 

Unterschiede in dem Aufnahmeverhalten verzeichnen lassen (Abbildung 53).  

Nach 24 h Inkubation stieg jedoch die Aufnahme der rPYY-haltigen GCrPYY NP um 30% im 

Vergleich zu GC NP Proben. Ein Grund dafür kann das Vorhandensein der PGA in den 

GCrPYY NP sein. Wie bereits berichtet, kann Glutamat mithilfe eines Transporters EEAT in 

die Zellen eingeschleust werden und dadurch den Stoffwechsel erhöhen [213]. Vermutlich wer-

den die NP aufgrund einer Zunahme des Metabolismus verstärkt in die Zelle befördert.   
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Abbildung 53: Vergleich der Endozytose der mit rPYY gefüllten Glycolchitosan NP (GCrPYY NP) mit 

den GC NP gemischt mit freiem rPYY und mit den GC NP allein. Die Caco-2 Zellen wurden über 3 Tage 

in Kultur gehalten und anschließend mit NP inkubiert. Die eingesetzte Konzentration der Partikel betrug 

600 µg/ml. Das Fluoreszenzsignal, das von dem mit RBITC markierten Glycolchitosan stammte, wurde 

mittels Durchflusszytometers detektiert.   

3.4.5.3 Analyse der Endozytosewege der GC NP mithilfe der Inhibitoren  

Um den Aufnahmeweg der Glycolchitosan NP zu charakterisieren, wurden die Caco-2 Zellen 

mit den zu testenden Inhibitoren vorbehandelt und anschließend mit den NP inkubiert. Es wurde 

festgestellt, dass der Prozess der Endozytose von mehreren Substanzen gehemmt wird. Der 

stärkste Effekt von 50% wurde in Anwesenheit von Cytochalasin D und Dynasore verzeichnet 

(Abbildung 54). Diese Feststellung gibt den Hinweis, dass die GC NP diese Komponente, Aktin 

und Dynamin, für die Aufnahme in die Epithelzellen benötigen. Aufgrund der inhibierenden 

Wirkung der EIPA auf den Endozytoseprozess, werden die Chitosan Partikel über Makro-

pinozytose aufgenommen. Die Inhibitoren Chlorpromazin und Filipin weisen ebenfalls einen 

inhibierenden Effekt auf. Vermutlich sind die GC NP aufgrund ihrer Eigenschaften wie zum 

Beispiel Verformbarkeit und natürliche Bioverfügbarkeit in der Lage über viele unterschiedliche 

Wege wie Makropinozytose sowie Caveolae- und Clathrin-vermittelte Endozytose in die Zelle 

aufgenommen zu werden. Eine weitere Erklärung kann das Vorliegen von sowohl Hydroxyl- als 

auch Aminogruppen in dem Polymer sein. Diese stellen vielseitige chemische Eigenschaften 

bereit und ermöglichen dadurch einen effizienten Transport in die Enterozyten.  Diese Resultate 

bestätigen die Annahme, dass Chitosan in Form von NP ein geeignetes Trägersystem für die 

verbesserte orale Verabreichung der Arzneimittel und in diesem Fall als Transporter für das 

Sättigungshormon PYY fungieren kann.   
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Abbildung 54: Die Wirkung der Inhibitoren auf die Endozytose der Glycolchitosan NP in Caco-2 Zellen. 

Nach 45 min Vorinkubation der Zellen mit entsprechendem Hemmstoff  im Wachstumsmedium erfolgte 

die Zugabe der 150 µg/ml GC NP für 4 h. Die nicht behandelten Zellen ohne Zugabe eines Inhibitors 

wurden als Referenz (Negativkontrolle, NK) verwendet. Folgende Konzentrationen wurden eingesetzt: 50 

µM EIPA, 5 µg/ml Filipin, 20 µM Cytochalasin D, 50 µM Chlorpromazin, 25 µM Dynasore. Die Auf-

nahme erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Der Median der Fluoreszenzintensität der Proben wurde zur 

quantitativen Auswertung der Messung herangezogen und die Negativkontrolle als 100% gesetzt.  

3.4.6 Transzytose der GC NP im Ussing-Chamber System    

3.4.6.1 Konzentrationsunabhängiger Transport der GC NP  

Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Epithelschicht aus dem duodenalen Ab-

schnitt des Schweinedarms in der Lage ist die Glycolchitosan NP zu transportieren und inwie-

weit die Transzytose konzentrationsabhängig ist. Die Analyse des Transports erfolgte von mu-

kosalen in die Richtung der serosalen Seite im Ussing-Chamber System. In diesem Experiment 

wurden mukosal jeweils 150, 300 oder 600 µg/ml NP eingesetzt und anschließend nach 4 h 

mithilfe des Fluoreszenzsignals detektiert. Es wurde festgestellt, dass bei allen Proben etwa 1 

µg/ml unabhängig von der verwendeten Konzentration transportiert wurde (Abbildung 55 A). 

Bei der Berechnung des prozentualen Anteils ließ sich demzufolge erkennen, dass bei der nied-

rigeren Konzentration von 150 µg/ml etwa 0,6%, während bei 600 µg/ml eingesetzter Menge an 

NP nur 0,15% auf die serosale Seite befördert wurden (Abbildung 55 B). Vermutlich tritt nach 

einem bestimmten Zeitpunkt der Inkubation ein Sättigungseffekt an der Epitheloberfläche auf, 

so dass das Duodenumgewebe nicht mehr die nötige Kapazität aufweist und die Menge der 

transportierten NP limitiert wird. Vergleicht man die Transzytoserate der GC NP mit den Poly-

styrolpartikel, ca. 1% bei den PS-COOH NP und 0,1% der PS-NH2 NP (Abbildung 39), lässt 

sich ein Unterschied in dem Transzytoseverhalten feststellen. Vermutlich spielt dabei die La-

dung eine wichtige Rolle. Während die PS-NH2 NP mit + 46 mV stark positiv sind und die PS-

COOH mit – 71 mV stark negativ vorliegen, befinden sich die GC NP mit + 25 mV dazwischen. 
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Diese Resultate bestätigen den Effekt der unterschiedlichen Ladungen auf die Transportfähig-

keiten der NP und somit die Effizienz der Transzytose durch das intestinale Gewebe.     

 

Abbildung 55: Transzytose der GC NP durch das Schweinedarmgewebe nach 4 h. (A) Tatsächlich gemes-

sene Menge an GC NP auf der serosalen Seite des Systems. (B) Die transportierte Menge an GC NP be-

zogen auf die ursprünglich eingesetzte Konzentration. Das Experiment wurde im Ussing-Kammer System 

mit der NTS Lösung auf beiden Kammerseiten durchgeführt. Die Untersuchung des Transports erfolgte in 

Richtung von mukosal (apikal) nach serosal (basolateral). Die jeweilige eingesetzte Konzentration der NP 

wurde als 100% gesetzt.  

3.4.6.2 Einfluss der Funktionalisierung der GC NP mittels Vitamin B12 und 

des Lektins WGA auf den Transport  

Zur Untersuchung der Verbesserungsmöglichkeit der Transzytoserate durch das Duodenumge-

webe im Ussing-Chamber System wurden Vitamin B12 in Kombination mit dem intrinsischen 

Faktor und dem Lektin WGA getestet. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass der Zusatz von Vi-

tamin B12 mit IF keinen Effekt hinsichtlich der Erhöhung des Transports zeigt (Abbildung 56 

A), während sich in Gegenwart von WGA ein leichter Anstieg der Transzytose (Abbildung 56 

B) erkennen ließ. Bei der Analyse des Effekts von Vitamin B12 auf die Transzytose im Trans-

well® System durch die Caco-2 Zellschicht wurde jedoch ein deutlich positiver Einfluss der 

Funktionalisierung mittels Vitamin B12 beobachtet (Abbildung 49). Eine Erklärung dafür könn-

te an der Expression der für die Aufnahme der Cobalamine notwendigen Komponenten in den 

Caco-2 Zellen sein [108, 110, 115, 116], die jedoch nicht in den Epithelzellen des Duodenums 

zu finden sind. Den Studien zufolge wird Vitamin B12 vorwiegend im distalen Abschnitt des 

Dünndarms (Ileum und Kolon) absorbiert. Offensichtlich kann die Funktionalisierung der GC 

NP mittels Vitamin B12 eine Verbesserung der Aufnahme und demzufolge der Transzytose vor 

allem im distalen Abschnitt des Dünndarm-Traktes und im Kolon bewirken.     
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Abbildung 56: Transzytose der mit Vitamin B12 (A) und mit WGA (B) funktionalisierten GC NP durch 

das Schweinedarmgewebe nach 4 h. Das Experiment wurde im Ussing-Chamber System mit 150 µg/ml 

GC NP auf der mukosalen Seite durchgeführt. Der Transport wurde in Richtung von mukosal (apikal)  

nach serosal (basolateral)  untersucht. Die jeweilige eingesetzte Konzentration der NP wurde als 100% 

gesetzt.   

3.5  Sättigungshormon hPYY  

3.5.1 Intrazelluläre Aufnahme des rPYY   

Zur Entwicklung eines Medikaments gegen Adipositas sollte ein PYY-haltiger Träger entwi-

ckelt werden. Aus einigen Studien ist es bekannt, dass das PYY als ein Hormon mit einer Lang-

zeitwirkung bei der Essensaufnahme, Regulation des Körpergewichtes sowie des Sättigungsge-

fühls eine wichtige Rolle spielt [38, 218-220]. Dafür wurde das 3,3 kDa große PYY in die Gly-

colchitosan NP eingekapselt. Die Hülle aus dem Polymer Glycolchitosan diente dabei dem 

Schutz des Peptides gegen das im Magen herrschende saure Milieu sowie der sequenziellen 

Freisetzung des PYY bei steigendem pH-Wert im Darm-Bereich zur Entfaltung einer Langzeit-

wirkung. Diese sind einige der wichtigen Eigenschaft, die bei der Herstellung des Medikaments 

zur oralen Verabreichung beachtet werden sollen [221, 222]. Die mukoadhäsiven Eigenschaften 

von Chitosan stellen einen weiteren Vorteil dar [186], wodurch ebenfalls zur Verbesserung des 

Aufnahmeverhaltens und der Transzytoseraten der mit PYY geladenen NP kommt. 

Dafür wurde zuerst die Fähigkeit des Peptides in die Zelle transportiert zu werden, mittels der 

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Für dieses Experiment wurde anstelle von 

humanen PYY (hPYY) das Raten-PYY (rPYY), das eine Fluoreszenzmarkierung mit FITC 

aufweist, verwendet. Dabei erfolgte ein Vergleich zwischen dem Internalisationsverhalten des 

freien rPYY gegenüber dem in Chitosan eingekapselten rPYY in Form von GCrPYY NP. Die 

Aufnahmen haben gezeigt, dass die Caco-2 Zellen in der Lage sind das freie PYY sowie das in 

Chitosan verpackte (GC rPYY NP) und als Gemisch mit GC NP (Mix) aufzunehmen. Bei allen 

Proben konnte das vom rPYY kommende Signal detektiert werden. Bereits nach 2 h wurde die 

Aufnahme des rPYY bei allen drei Proben verzeichnet (Abbildung 57 A1, B1, C1). Jedoch lie-
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ßen sich die von rPYY kommende Signale in GCrPYY NP in einer höheren Zahl in Form der  

einzelnen Punkte im Vergleich zu der Probe, bei der rPYY und GC NP als Gemisch vorlagen, 

erkennen (Abbildung 57 B1, C1). 

 

Abbildung 57: Intrazelluläre Lokalisation des rPYY in den Caco-2 Zellen nach 2 h, 4 h und 24 h Inkuba-

tion (A1-A3) mit freiem rPYY, (B1-B3) mit einem Gemisch (Mix) aus freiem rPYY und GC NP und 

(C1-C3) mit eingekapselten rPYY als GCrPYY NP. Die eingesetzte Konzentration lag bei 600 µg/ml GC 

NP bzw. 600 µg/ml GCrPYY NP enthielt in allen 3 Proben 12 µg/ml rPYY. Rot: rPYY markiert mit 

FITC, grün: GC NP RBITS und blau: Zellkern gefärbt mit DRAQ5.    

Bei den Proben mit eingekapseltem rPYY (GCrPYY NP) ließ sich nach 2 h Inkubation eine 

Überlagerung der Signale von markiertem Chitosan und von rPYY in GCrPYY NP erkennen. 

Im Fall der Probe, in der GC NP und freies rPYY als Gemisch getrennt voneinander vorlagen, 

wurden die Signale separat voneinander registriert (Abbildung 57 B1). Nach einer 24 h Inkuba-

tion ließ sich in beiden Proben eine Überlappung der Signale verzeichnen (Abbildung 57 B3, 

C3). Somit wurde klar, dass die Verpackung des Peptides in das Glycolchitosan einen positiven 

Effekt auf die intrazelluläre Aufnahme ausübt und verdeutlicht dadurch die Vorteile des Glycol-
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chitosans als ein Polymer zum Schutz des Peptides und der höheren Effizienz der Internalisation 

in die intestinalen Zellen.       

3.5.2 Transzytose von hPYY  

3.5.2.1 Effekt der unterschiedlich eingesetzten Konzentrationen an hPYY im 

Transwell® System 

Wie bereits erwähnt, diente Glycolchitosan als schützende Hülle für das Peptid sowie für eine 

länger anhaltende Freisetzung des hPYY in die Umgebung. Die mukoadhäsiven Eigenschaften 

des Polymers sollten die Adsorption der NP unterstützen und die Aufnahme in die Zellen somit 

verbessern. Es wurde gezeigt, dass hPYY erfolgreich in Glycolchitosan NP verkapselt werden 

kann und dass das Peptid nach diesem Prozess in intakter Form bleibt [97]. Die Detektion der 

Transzytose des humanen PYY erfolgte auf der Grundlage eines Sandwich-ELISA Prinzips. 

Dabei ermöglicht diese Messmethode den Transport des Peptides in der aktiven Form zu analy-

sieren, da diese auf einem immunologischen Antigen-Antikörper-Bindungsprinzip beruht. Dafür 

wurden die PYY-haltigen NP in Form von GChPYY NP in unterschiedlichen Konzentrationen 

auf die apikale Seite im Transwell® System zugegeben und 4 h oder 24 h inkubiert. Die von der 

basolateralen Kammer entnommenen Proben wurden zuerst zentrifugiert, um die Nanopartikel 

zu entfernen und nur die Menge des nicht gebundenen hPYY zu ermitteln. Um die Transportef-

fizienz zu untersuchen, wurden für den Test 50; 100; 200 oder 750 ng/ml des hPYY, enthalten 

jeweils in 10; 20; 40 oder 150 µg/ml GChPYY NP, eingesetzt. Die auf der apikalen Seite ver-

wendeten Konzentrationen der Stammlösungen wurden zur Berechnung der Transportrate als 

100% gesetzt. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass in Mono-Kultur nach 4 h Inkubation bei der 

eingesetzten Konzentration von 50 ng/ml hPYY in GChPYY NP etwa 0,05% transportiert wer-

den konnte, während bei der höher verwendeten Konzentration von 750 ng/ml nur 0,01% durch 

die Caco-2 Zellschicht transportiert werden (Abbildung 58). Aufgrund dieser Werte wird es 

klar, dass bei der niedriger eingesetzten Konzentration eine höher effiziente Transportrate detek-

tiert werden konnte. Nach 24 h stieg in Mono-Kultur die Transzytoserate 2-fach und in Co-

Kultur etwa 3-fach. Diese Feststellungen korrelieren mit dem Transportverhalten der GChPYY 

NP in Bezug auf die Detektion der Menge an den transportierten Nanopartikel (Abbildung 50). 

In diesem Experiment wurde festgestellt, dass bei dem Einsatz von 200 ng/ml hPYY in Form 

von GChPYY NP nach 4 h etwa 40 pg/ml in Mono- Kultur und 70 pg/ml in Co-Kultur des 

freien hPYY durch eine Fläche von 1 cm
2
 transportiert werden konnten. Aus der Literatur ist es 

bekannt, dass die Konzentration des hPYY im Blut bei der Kontrollgruppe und der Gruppe mit 

Obesität bei 41 pg/ml liegt. 60 min nach Einnahme einer Mahlzeit stieg der hPYY-Wert in der 

Kontrollgruppe auf 62 pg/ml und in der Gruppe mit Fettleibigkeit auf 45 pg/ml im Plasma  

[223]. Es ist bekannt, dass die Adsorptionsfläche der Mukosa im Dünndarm etwa 32 m
2
 beträgt 

[217], demzufolge ist diese groß genug, um eine ausreichende Menge an dem Sättigungshormon 
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transportieren zu können. Dadurch wird es deutlich, dass das Glycolchitosan in Form von NP 

als ein Trägersystem fungieren kann und für die Weiterentwicklung eines Medikaments, das das 

hPYY durch die Epithelzellen in Richtung Blutseite transportiert, geeignet ist.         

 

Abbildung 58: Konzentrationsabhängiger Transport des in Chitosan NP eingekapselten hPYY in Form 

von GChPYY NP im Transwell® System nach 4 h und 24 h. Die Kultivierung der Caco-2 Zellen erfolgte 

über 14 Tage mit anschließender Inkubation mit EMEM als Mono-Kultur oder den Raji-Zellen als Co-

Kultur im Transwell® System. Die Legende im Diagramm gibt die Konzentration des apikal zugegebe-

nen hPYY in ng/ml an. Die verwendete Konzentration der Donorlösung wurde zur Referenz als 100% 

gesetzt.  

Um einen Vergleich zwischen dem verpackten und dem frei liegenden hPYY zu erhalten, wurde 

das freie hPYY mitgeführt. Dieser Kontrollschritt war wichtig, um die Aussage über die Fähig-

keit des hPYY, durch die Zellschicht transportiert zu werden, zu erhalten. Außerdem, sollte 

damit der Abbau des Peptides, nachdem es durch die Zelle durchgeschleust wurde, überprüft 

werden. Um den optimalen Vergleich erzielen zu können, wurde die gleiche Menge an freiem 

hPYY wie die in Chitosan eingekapselte Menge für das jeweilige Experiment eingesetzt. Die 

Untersuchungen haben gezeigt, dass das freie Peptid eine etwa 4 Mal höhere Transportrate auf-

weist (Abbildung 59) als das in GC verpackte hPYY. Eine Erklärung dafür könnte die Größe 

des Peptides sein, das mit 3,3 kDa Molekulargewicht eher klein ist. Aufgrund dieser Größe kann 

angenommen werden, dass das hPYY in der Lage ist, nicht nur intrazelluläre, sondern auch 

parazelluläre Wege zu nehmen. Eine weitere Überlegung ist, dass das nicht verpackte hPYY 

den Zellen sofort zur Verfügung steht und dadurch schneller auf die basolaterale Seite im 

Transwell® System gebracht werden kann. Allerdings ist es wichtig, das Peptid hPYY zum 

Schutz vor den Verdauungsenzymen in das Polysaccharid zu verpacken.    
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Die Ergebnisse zeigten, dass das Sättigungshormon, in freier sowie in verpackter Form, nach 

der Transzytose durch die Epithelschicht in intakter Form mithilfe des ELISA-Prinzips detek-

tiert werden kann.  

 

Abbildung 59: Transport des freien hPYY im Transwell® System nach 4 h und 24 h in Bezug auf unter-

schiedliche Konzentrationen. Die Kultivierung der Caco-2 Zellen erfolgte über 14 Tage mit anschließen-

der Inkubation mit EMEM als Mono-Kultur oder den Raji-Zellen als Co-Kultur im Transwell® System. 

Die Legende im Diagramm gibt die Konzentration des apikal zugegebenen freien hPYY in ng/ml an. Die 

verwendete Konzentration der Donorlösung wurde zur Referenz als 100% gesetzt.   

3.5.2.2 Effekt des WGA auf die Transzytose des hPYY in GChPYY NP im 

Transwell® System   

Der Einfluss des Lektins WGA wurde bereits in Fall der GC NP und der GChPYY NP unter-

sucht. In den Experimenten erfolgte die Bestimmung der Transportrate aufgrund des vom Chi-

tosan kommenden Signals. Hier wurde die Transzytose des hPYY, das in GC verpackt wurde, 

mittels ELISA gemessen. Interessanterweise wurde in diesem Test ein teilweise 2-facher Abfall 

des Transports durch die Epithelzellen festgestellt (Abbildung 60). Im Vergleich dazu wurde bei 

den GChPYY NP Proben eine Abnahme der Transportrate um etwa 15% detektiert (Abbildung 

51). Die Resultate aus diesen beiden Experimenten korrelieren miteinander und verdeutlichen, 

dass das hPYY in Abhängigkeit von dem Chitosan als Hülle transportiert wird. In Fall der GC 

NP, die kein hPYY enthielten, konnte eine etwa 30%ige Zunahme des Transports registriert 

werden (Abbildung 47). Dieser Unterschied könnte aufgrund der Präparationsmethoden der 

Nanopartikel entstanden sein. Da alle hPYY-haltigen Proben, PGA als Zusatz enthalten, führte 

es zu dem unterschiedlichen Transportverhalten in Gegenwart von WGA. Infolge der negativen 

Ladung von PGA [213] kann diese vermutlich an die positiv-geladene Oberfläche des WGA 

[103] binden und dadurch eine Interaktion zwischen den NP und der Zelloberfläche verändern. 
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Die GChPYY NP bekommen auf diese Weise eine weniger positiv-geladene Hülle und zeigen 

dadurch andere Eigenschaften als die GC NP. Dieser Effekt führt demzufolge wie im Fall der 

GChPYY NP auch bei dem hPYY zu einer Reduzierung der Transzytose.   

 

Abbildung 60: Einfluss des Lektins WGA auf die Transzytose des hPYY, das in verpackter Form als 

GChPYY NP vorliegt. Die Caco-2 Zellen wurden nach 14 Tagen Wachstum im Transwell® System 3 

Tage als Mono-Kultur mit EMEM oder als Co-Kultur mit Raji-Zellen gehalten. Die GChPYY NP wurden 

im Wachstumsmedium auf eine Konzentration von 150 µg/ml mit oder ohne 15 µg/ml WGA gelöst und 

apikal zugegeben. Die Konzentration des hPYY in GChPYY NP betrug 750 ng/ml  Zur Berechnung der 

Transportrate wurde die Konzentration der NP Donorlösung als 100% eingesetzt.    

3.5.3 Untersuchung der Endozytose des freien und des verpackten rPYY  

Zum Vergleich des Aufnahmeverhaltens des PYY zwischen frei liegender und verpackter Form 

wurde eine Analyse mittels Durchflusszytometrie durchgeführt. In diesem Experiment sollte 

geklärt werden, welchen Einfluss das Polymer Glycolchitosan bzw. die Verkapselung auf das 

Peptid ausüben. Dafür wurden 3 Proben miteinander verglichen: rPYY in GCrPYY NP, rPYY 

gemischt mit GC NP und freies rPYY, wobei das rPYY mit FITC markiert wurde. Bei allen 

Proben wurde mit steigender Inkubationszeit ein klarer Anstieg der Aufnahmewerte verzeichnet 

(Abbildung 61). Damit ist es ersichtlich, dass die Caco-2 Zellen in der Lage sind über einen 

längeren Zeitraum das eingekapselte und freie PYY aufzunehmen.  

Im Vergleich zu der Analyse mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie, bei der nur eine 

qualitative Aussage gemacht werden kann, ermittelt die Durchflusszytometrie die quantitativen 

Ergebnisse. Im Fall der Mikroskopiebilder wurde zwar festgestellt, dass bereits nach 2 h Inku-

bation das Peptid internalisiert ist, aber es ergab keinen klaren Unterschied zu den Aufnahmen 

nach 24 h Inkubation (Abbildung 57). 
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Abbildung 61: Aufnahme des gebundenen rPYY in Form von GCrPYY NP und des freien rPYY in die 

Caco-2 Zellen. Die eingesetzte Konzentration des rPYY in allen Proben lag bei 12 µg/ml. Die Messung 

des Fluoreszenzsignals erfolgte mithilfe des Durchflusszytometers nach 1 h, 2h, 4 h oder 24 h Inkubati-

onszeit.    

Weiterhin wurde festgestellt, dass das in GCrPYY NP verpackte Peptid nach 1 h, 2 h oder 4 h 

Inkubation um das 3-fache besser aufgenommen werden kann, als das freie rPYY (Abbildung 

61). Bei der Probe rPYY und GC NP Mix lag der Endozytosewert zwischen den beiden. Diese 

Ergebnisse zeigen deutlich, dass das eingekapselte rPYY offensichtlich mit viel höherer Effizi-

enz in die Zellen aufgenommen werden kann, als das frei vorliegende Peptid. Vermutlich üben 

dabei die Eigenschaften des Chitosans, wie die Mukoadhäsion sowie die schützende Hülle einen 

positiven Effekt auf die Adsorption und den Endozytoseprozess aus. Dieses Experiment ver-

deutlicht die Vorteile des Glycolchitosans als ein effizientes Trägersystem für die Weiterent-

wicklung eines PYY-haltigen Medikaments.     

3.5.4 Freisetzung des eingekapselten hPYY aus den GChPYY NP  

Um ein besseres Verständnis über die Freisetzung des hPYY aus den GChPYY NP zu bekom-

men, wurden die NP im Medium über 4 inkubiert, anschließend alle 20 min abzentrifugiert, um 

die NP von dem Peptid zu trennen, und mittels ELISA Methode detektiert. Dabei wurde festge-

stellt, dass sich kein signifikanter Unterschied in diesen 4 h bei der Freisetzung erkennen lässt. 

Bei der Gesamtprobe und bei dem Überstand ließen sich etwa die gleichen Werte messen. Dabei 

blieb über 4 h Inkubation die freigesetzte Menge an hPYY bei 1500 pg/ml (Abbildung 62 A), 

was dem prozentualen Anteil von etwa 40% (Abbildung 62 B) entspricht. Obwohl dieses Er-

gebnis zeigt, dass das hPYY bereits in den ersten 4 h zu 40% in freier Form vorliegt, haben bis 

jetzt alle Experimente gezeigt, dass die Verkapselung des Peptids einen positiven Effekt auf die 

Aufnahme ausübt. (Abbildung 61). Vermutlich spielt bei der Transzytose das frei vorliegende 

Peptid eine Rolle, da bei diesem eine höhere Transportrate ermittelt wurde. Allerdings aufgrund 
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der niedrigen pH-Werte im Magenbereich ist es von großer Bedeutung, dass das Peptid in ge-

schützter Form vorliegt.    

 

Abbildung 62: Freisetzung des hPYY aus den GChPYY NP. Die eingesetzte Konzentration des hPYY 

betrug 4 ng/ml hPYY in 0,8 µg/ml GChPYY NP. Die NP wurden im Wachstumsmedium bei Raumtem-

peratur inkubiert und nach jeweiligem Zeitpunkt abzentrifugiert. Zur Berechnung des Anteils an freige-

setztem hPYY wurde die Konzentration der Donorlösung als 100% gesetzt.    

Zur weiteren Analyse wurden die nach den Transzytoseversuchen entnommenen Proben nach 

24 h, nach dem Auftauen nach 24 h und nach 5 Tagen Inkubation bei Raumtemperatur erneut 

mittels ELISA gemessen. Alle Proben stammten aus der basolateralen Kammer im Transwell® 

System. Dabei wurde ersichtlich, dass der prozentuale Anteil an hPYY in der jeweiligen Probe, 

Mono- oder Co-Kultur, zu allen Zeitpunkten der Messung gleich blieb. Im Fall der GChPYY 

NP in Mono-Kultur lag der Wert bei 0,05% und in Co-Kultur bei 0,15%. Wie erwartet, lag für 

das freie hPYY nach den Transportexperimenten der PYY-Wert etwa 4,5-fach in Mono-Kultur 

und 3,5-fach in Co-Kultur höher im Vergleich zu den GChPYY NP Proben (Abbildung 63). In 

diesem Experiment konnte zwar nicht ein Zeit-abhängiges Freisetzungsverhalten gezeigt wer-

den, aber es konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass sogar nach 5 Tagen Inkubation bei 

Raumtemperatur das Peptid in der intakten Form vorliegt. Eine weitere positive Beobachtung 
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war ebenfalls, dass sich bei den gleichen Proben nach unterschiedlichen Messzeiten keine Un-

terschiede in Bezug auf die Standardabweichung gezeigt haben. Somit wird es deutlich, dass das 

Messprinzip ELISA eine zuverlässige Methode zur Detektion der kleinsten Mengen an hPYY 

ist und eine ausreichende Menge an hPYY transportiert werden kann.   

 

Abbildung 63: Vergleich der freigesetzten hPYY Menge nach Transzytose im Transwell® System (A) 

direkt nach 24 h Transzytose, (B) nach 24 h nach dem Auftauen der Proben und (C) nach 5 Tagen bei 

Raumtemperatur. Die ursprünglich verwendete Konzentration lag bei 40 µg/ml GChPYY NP mit 200 

ng/ml hPYY. Nach den Transzytoseversuchen wurden die Proben im Wachstumsmedium bei Raumtem-

peratur inkubiert und nach jeweiligem Zeitpunkt abzentrifugiert. Zur Berechnung des Anteils an freige-

setztem hPYY wurde die Konzentration der Donorlösung als 100% gesetzt.    

3.5.5 Transport des eingekapselten hPYY in GChPYY NPs und des freien 

hPYY durch Duodenumgewebe im Ussing-Chamber System   

Eine weitere Untersuchung des hPYY in Bezug auf das Transzytoseverhalten erfolgte im Us-

sing-Chamber System durch das ex vivo Duodenumgewebe. Für dieses Experiment wurden das 

eingekapselte hPYY als GChPYY NP und das freie hPYY verwendet. Das freie hPYY diente 

wie in vorherigen Experimenten zur Kontrolle. Dafür wurden 3 unterschiedliche Konzentratio-

nen auf der mukosalen Seite eingesetzt und nach 4 h von der serosalen Seite entnommen. Die 

Detektion der transportierten Menge an hPYY erfolgte mithilfe der ELISA Methode.  

Die Resultate zeigten, dass je nach verwendeter Konzentration das Peptid in beiden Formen 

durch das Dünndarmgewebe befördert werden kann. Interessanterweise wurden bei einer höhe-

ren Konzentration von 3000 ng/ml etwa 90 pg/ml hPYY transportiert und somit mehr, als nach 

der Zugabe von 750 ng/ml, bei der nur 30 pg/ml durch das Gewebe gegangen ist (Abbildung 64 

A). Im Vergleich dazu wurde eine etwa 3,7-fach höhere Menge des frei vorliegenden hPYY bei 

750 ng/ml bzw. eine 1,8-fach höhere Menge bei 3000 ng/ml transportiert. Somit ist es ersicht-

lich, dass bei höheren eingesetzten Mengen an PYY die transportierte Menge höher ist, jedoch 

ein niedrigerer prozentualer Anteil bezüglich der Transportrate vorliegt.   
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Abbildung 64: Transport des in das Glycolchitosan eingekapselten hPYY (A und B) und des freien hPYY 

(C und D) durch den Schweinedarm im Ussing-Chamber System nach 4 h. Die Konzentrationsangaben 

beziehen sich auf das hPYY in den GC NP oder frei in der Lösung, das mukosal zugegeben wurde. Nach 

4 h Inkubationszeit wurden die entnommenen Proben gesammelt und 20 min bei 40000 g abzentrifugiert, 

um das freigesetzte hPYY im Überstand zu messen. Das Pellet wurde im gleichen Probenvolumen resus-

pendiert. Die Detektion des hPYY erfolgte mithilfe des ELISA-Tests.   

Im Weiteren wurde festgestellt, dass die Transportrate des eingekapselten hPYY durch das Du-

odenumgewebe etwa 20-mal und des freien hPYY 30-mal niedriger ist, als durch die Caco-2 

Zellschicht im Transwell® System. Eine Erklärung für diese Beobachtung kann der Ort der 

Synthese und der Sekretion des nativen hPYY sein. Das Sättigungshormon wird in L-Zellen des 

distalen Ileums und im Colon in die Blutbahn freigesetzt [224]. Das in diesem Experiment ver-

wendete Gewebe stammt aus dem Duodenum und somit dem proximalen Teil des Dünndarms. 

Ein weiterer Grund dafür kann die Gegenwart der Mukusschicht auf der Oberfläche des intesti-

nalen Epithels aus dem Schwein aufgrund seines nativen Ursprungs sein. Die Viskosität des 

Mukus hat die Aufgabe die pathogenen Mikroorganismen  sicher abzufangen [210, 212] sowie 

auch die Nanopartikel bzw. Peptide.   
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In diesem Experiment konnte bis zu 90 pg/ml hPYY in verpackter Form durch die Fläche von 1 

cm
2
 transportiert werden, demzufolge, bezogen auf die Gesamtfläche des Dünndarms, sind die 

Enterozyten in der Lage eine ausreichende Menge an dem Sättigungshormon zu transportieren. 

Beide Methoden, Ussing-Chamber System sowie das Transwell® System, zeigen positive Er-

gebnisse hinsichtlich der hPYY-Transzytose und sind somit gut geeignet zur Analyse der 

Transportraten. Hier konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, das Sättigungshormon in Form 

von NP durch das intestinale Gewebe in die Richtung der Blutseite erfolgreich zu transportie-

ren.      

3.5.6 Vergleich der Detektionsmethoden für hPYY und rPYY  

Im weiteren Schritt wurden die unterschiedlichen Methoden in Bezug auf rPYY- und hPYY- 

Detektion miteinander verglichen. Aufgrund der gegenseitigen Signalauslöschung der Fluores-

zenzfarbstoffe FITC (für rPYY) und RBITC (für GC), war es nicht möglich, diese zusammen in 

eine Probe zu bringen. Für die Untersuchung der Endozytose mittels Durchflusszytometrie und 

der Internalisation unter Verwendung von Konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie wurde das 

mit FITC fluoreszenz-markierte Peptid, rPYY-FITC, benötigt. Im Fall des hPYY, das mithilfe 

des ELISA Kits gemessen wurde, fand keine Markierung statt. Hinsichtlich dieser Bedingungen 

liegt bei der GChPYY NP Probe nur das GC mit Fluoreszenz markiert vor und bei der GCrPYY 

NP Probe zeigt nur das rPYY eine Markierung. 

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass bei der ELISA Methode die Menge an transportiertem 

hPYY in GChPYY NP signifikant niedriger ist, als in den Proben, in welchen freies hPYY (Mix 

hPYY+GC NP oder freies hPYY) eingesetzt wurde (Abbildung 65 A). Im Fall der fluorimetri-

schen Methode wurde bei allen Proben etwa die gleiche Menge an transportierten rPYY festge-

stellt (Abbildung 65 B). Eine mögliche Erklärung dafür könnte sein, dass das in GChPYY NP 

verpackte hPYY teilweise an dem Chitosan haftet und demzufolge nicht von dem Antigen-

Antikörper System erkannt werden kann bzw. es kann keine spezifische Bindung mit den Kom-

ponenten des ELISA Kits eingehen. Ein weiterer Unterschied wurde bezüglich der Transportrate 

festgestellt. Im Allgemeinen ließ sich anhand der Fluoreszenzmethode eine mit 1% - 2% höhere 

Transzytose des rPYY detektieren, während bei dem ELISA Prinzip, bei dem eine kolorimetri-

sche Bestimmung stattfindet, die Transportwerte für hPYY in GChPYY NP unter 0,5% geblie-

ben sind. Es ist bekannt, dass die ELISA Methode ein sehr sensitives System zur Messung im 

Pikogramm-Bereich, zwischen 6,5-1800 pg/ml, darstellt, während das Fluoreszenzsignal vom 

rPYY am Plate Reader detektiert wird. Wahrscheinlich wird dabei auch der vom rPYY frei lie-

gende FITC-Farbstoff mitbestimmt.       
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Abbildung 65: Vergleich der Detektionsmethoden nach der Transzytose der PYY-haltigen GC NP (A) 

mittels ELISA Kit anhand der Antigen-Antikörper Bindung und (B) mittels Fluorimetrie anhand des 

Fluoreszenzsignals. Die Untersuchung wurde im Transwell® System nach 4 h oder 24 h Inkubationszeit 

durchgeführt. Die NP wurden im Wachstumsmedium auf eine Konzentration von 375 ng/ml PYY enthal-

ten in 75 µg/ml NP gelöst und apikal zugegeben. Die Ergebnisse beziehen sich auf die Proben von der 

basolateralen Seite. Zur Berechnung der Transportrate wurde die Konzentration der Donorlösung als 

100% gesetzt.      

Im weiteren Schritt wurde die Menge an Peptid in der apikalen Kammer des Transwell® Sys-

tems nach 4 h oder 24 h Inkubation analysiert. Die apikale Kammer ist die Seite an welcher die 

Zugabe der Proben stattfindet. Die Resultate haben gezeigt, dass analog zu den Transzytoseer-

gebnissen (Abbildung 65 A), die Menge an detektiertem hPYY in der GChPYY NP Probe etwa 

4-fach niedriger, als in der Probe Mix hPYY+GC NP oder der Probe mit freiem hPYY, war 

(Abbildung 66 A). Wahrscheinlich unterstützt das Polymer Chitosan die Adhäsion des hPYY an 

die Zelloberfläche, was zur Reduzierung des frei liegenden hPYY in GChPYY NP Proben führt 

und dadurch nicht im ELISA System detektiert werden kann. Ein weiterer Unterschied zwi-

schen den Methoden lag im insgesamt gemessenen prozentualen Anteil des PYY auf der apika-

len Seite. Im Fall der ELISA Detektion konnten 7% bei GChPYY NP oder 33% nach 4 h sowie 

27% nach 24 h Inkubation wieder gefunden werden (Abbildung 66 A). Bei der Fluoreszenzmes-

sung des rPYY wurden 45% bei GCrPYY NP oder 100% nach 4 h sowie nach 24 h Inkubation 

wieder gefunden werden (Abbildung 66 B). Somit wurde ersichtlich, dass anhand des Fluores-

zenzsignals insgesamt mehr PYY detektiert wird. Ein Grund dafür ist wahrscheinlich, dass 

FITC ein stabileres Molekül als PYY ist und eine höhere Resistenz bei der Synthese der NP 

besitzt. Interessanterweise ließ sich bei der ELISA Methode ein Unterschied zwischen der Men-

ge an hPYY nach 4 h mit 33% und nach 24 h mit 27% erkennen. Dieses Ergebnis verdeutlicht, 

dass nach 24 h eine Abnahme des PYY im apikalen Bereich stattfindet (Abbildung 66 A).       
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Abbildung 66: Vergleich der Detektionsmethoden der Proben von der apikalen Seite nach der Transzyto-

se der PYY-haltigen GC NP (A) mittels ELISA Kit anhand der Antigen-Antikörper Bindung und (B) 

mittels Fluorimetrie anhand des Fluoreszenzsignals. Die Untersuchung wurde im Transwell® System 

nach 4 h oder 24 h Inkubationszeit durchgeführt. Die NP wurden im Wachstumsmedium auf eine Kon-

zentration von 375 ng/ml PYY enthalten in 75 µg/ml NP gelöst und apikal zugegeben. Die Ergebnisse 

beziehen sich auf die Proben von der apikalen Seite. Zur Berechnung der Transportrate wurde die Kon-

zentration der Donorlösung als 100% gesetzt.   

Im Anschluss an die Transzytoseversuche wurden die Zellen von der PC-Membran abgelöst, die 

Zahl bestimmt und lysiert, um das Sättigungshormon frei zu setzen. Insgesamt wurde in Bezug 

auf die unterschiedlichen Messtechniken ein signifikanter Unterschied in der aufgenommenen 

Menge an PYY pro Zelle festgestellt (Abbildung 67). Dabei blieb der detektierte PYY-Gehalt 

pro Zelle bei allen Proben, GCPYY NP, Mix PYY+GC NP sowie freies PYY, in Bezug auf die 

jeweilige Methode, gleich.  
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Abbildung 67: Vergleich der Detektionsmethoden des intrazellulär aufgenommenen PYY nach der 

Transzytose der PYY-haltigen GC NP (A) mittels ELISA Kit anhand der Antigen-Antikörper Bindung 

und (B) mittels Fluorimetrie anhand des Fluoreszenzsignals. Die Untersuchung wurde im Transwell® 

System nach 4 h oder 24 h Inkubationszeit durchgeführt. Die NP wurden im Wachstumsmedium auf eine 

Konzentration von 375 ng/ml PYY enthalten in 75 µg/ml NP gelöst und apikal zugegeben. Die Ergebnis-

se beziehen sich auf die von der PC-Membran abgelösten Zellen. Zur Berechnung der Transportrate wur-

de die Konzentration der Donorlösung als 100% gesetzt.  

Ein Augenmerk wird auf die Probe der Co-Kultur nach 4 h Inkubationszeit gelegt. Hier wurde 

mit 25 ag/Zelle die höchste Menge an hPYY im Vergleich zu 10 ag/Zelle in Mono-Kultur mit-

tels ELISA Kit registriert (Abbildung 67 A). Dies gibt einen Hinweis, dass die Caco-2 Zellen in 

der Co-Kultur im Transwell® System tatsächlich die Eigenschaften der transzytotisch aktiveren 

M-Zellen aufweisen und somit für eine höhere Transzytoserate der NP oder des Peptids PYY 

verantwortlich sind.         
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4 Zusammenfassung    

In dieser Arbeit sollte ein PYY-haltiger Wirkstoff zur Behandlung der Adipositas auf dem ora-

len Weg erforscht werden. Die Fähigkeit der Zellen Substanzen aufzunehmen und diese an-

schließend auf der basalen Membranseite herauszuschleußen, ist eine Grundlage für den Trans-

port der therapeutisch relevanten Partikel aus dem Darmlumen über die intestinalen Zellen in 

den Blutkreislauf. Zur Nachahmung der gastrointestinalen Barriere wurden zwei Untersu-

chungsmethoden etabliert: das Transwell® System und das Ussing-Chamber System. Die Caco-

2 Zellen wurden in einem in vitro Transwell® System kultiviert, während das ex vivo Ussing-

Chamber System zur Prüfung der Transzytosekapazität der Partikel durch ein Schweinedarm-

gewebe aufgebaut und zum Vergleich der Modelle herangezogen wurde.  

Die Ergebnisse gaben einen deutlichen Hinweis, dass hinsichtlich des apparenten Permeabili-

tätskoeffizientes (Papp) die Caco-2 Zellschicht in den Transwell® Inserts mit 12-Well PC - 

Membran ohne Matrigel-Beschichtung die höchste Dichteeigenschaft aufweist und somit für die 

weiteren Versuche am besten geeignet war. Um in vivo Bedingungen besser zu simulieren, wur-

de das System durch die Co-Kultur mit einer weiteren Zelllinie, den Raji Zellen, ergänzt. Die 

Zugabe dieser lymphozytären Zelllinie auf die basolaterale Seite ermöglichte die Differenzie-

rung der Caco-2 Zellen zu M-Zellen, die auf die Partikelaufnahme spezialisiert sind. In der Co-

Kultur konnte eine Steigerung der Transzytoserate im Vergleich zur Mono-Kultur festgestellt 

werden.  

Des Weiteren wurde festgestellt, dass die carboxyl-Polystyrol NP vielfach besser als die amino-

PS NP durch das Transwell® System sowie das Ussing-Chamber System transportiert werden 

konnten. Diese Feststellung zeigt, wie wichtig die Rolle der funktionellen Gruppen bei der Auf-

nahme und Transzytose der Nanopartikel durch die Epithelzellschicht ist. Die Glycolchitosan 

NP zeigten eine bis zu 3% verbesserte Transzytoserate durch die epitheliale Zellschicht im 

Transwell® System.  

Die Anwesenheit von FBS führte zu einem Anstieg der Transzytoserate der Chitosan- und Poly-

styrol- Partikel, was vermutlich auf die Wirkung des Proteins Albumin, sowie von Vitamin A, 

welche in FBS vorhanden sind, zurückzuführen war.  

Die Oberflächenfunktionalisierung der Glycolchitosan NP mithilfe von Vitamin B12 in Kombi-

nation mit intrinsischem Faktor zeigte im Transwell® System positive Resultate hinsichtlich des 

Transportes durch die Caco-2 Zellen. Hierbei konnte ein deutlicher Anstieg der Transzytoserate 

durch die Anwesenheit von Vitamin B12 detektiert werden. Aufgrund der Expression des Re-

zeptors für Vitamin B12 in den intestinalen Zellen und der festgestellten Ergebnisse veran-

schaulichen die Experimente, dass das Vitamin B12 zur Erhöhung der Effizienz bei der oralen 

Verabreichung der Wirkstoffe beitragen kann.  

Hohe Konzentrationen an Glycolchitosan Partikel wirkten nicht toxisch auf die Caco-2 Zellen, 

wobei diese ebenfalls metabolisch aktiv blieben. Im Fall der Polystyrol NP konnte nur bei den 
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carboxylierten Proben eine hohe Zellviabilität detektiert werden. Die amino-funktionalisierten 

PS NP bewirkten zytotoxische Effekte ab einer Konzentration von 600 µg/ml. Diese Feststel-

lung zeigt einen direkten toxischen Effekt der amino-PS NP auf die Caco-2 Zellen.  

Die elektronenmikroskopische Bildgebung zeigte, dass die negativ-geladenen PS-COOH NP 

besser als die amino-PS NP in die Zellen internalisiert werden konnten, obwohl erstere ein we-

niger ausgeprägtes Adhäsionsverhalten aufwiesen. Beim Vergleich der Mono- und Co-Kulturen 

konnte kein qualitativer Unterschied festgestellt werden. Diese Ergebnisse veranschaulichen, 

dass die Polystyrol Partikel grundsätzlich in der Lage sind von den Epithelzellen aufgenommen 

zu werden. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Caco-2 Zellen in der Lage waren bereits 

nach 30 min die GC NP aufzunehmen und somit schon in sehr kurzer Zeit dem Körper zur Ver-

fügung stehen können. Da die Caco-2-Zellen ein wichtiger Standard für die intestinale Aufnah-

me von NP sind, zeigte dieses Experiment, dass Chitosan in Form von NP mit hoher Effizienz 

internalisiert werden kann. Aus diesem Grund eignet sich dieses sehr gut als Wirkstoffträgersys-

tem. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Wirkstoffträgersystem für das humane Sättigungshormon 

PYY entwickelt und auf das Aufnahme- und Transzytoseverhalten hin untersucht werden, da 

dieser Wirkstoff bei der Therapie gegen Adipositas auf dem oralen Weg eingesetzt werden soll. 

Dafür wurde das PYY in Glycolchitosan verpackt und auf die intrazelluläre Aufnahme mittels 

konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Hierbei wurde beobachtet, dass das Hor-

mon PYY sowohl in freier als auch in verpackter Form erfolgreich internalisiert werden konnte.  

Der Vergleich zwischen dem freien rPYY und dem in Chitosan eingekapselten rPYY in Form 

von GCrPYY NP sollte Hinweise auf das Endozytoseverhalten geben. Die Ergebnisse der 

Durchflusszytometrie verdeutlichten, dass die Verpackung des Peptides in das Glycolchitosan 

einen positiven Effekt auf die intrazelluläre Aufnahme ausübte. Dadurch konnten die Vorteile 

des Glycolchitosans als geeignetes Polymer zum Schutz des Peptides demonstriert werden.  

Mithilfe immunologischer  Methoden konnte die Menge an PYY nach der Transzytose im Piko-

gramm-Bereich detektiert werden. Die Ergebnisse im Transwell® System hatten gezeigt, dass 

bei Verwendung  von 200 ng/ml hPYY in Form von GChPYY NP etwa 40 pg/ml in Mono-

Kultur und 70 pg/ml in Co-Kultur des hPYY durch eine Fläche von 1 cm
2
 transportiert werden 

konnten. Im Fall des Ussing-Chamber Systems wurden bei eingesetzten 3000 ng/ml des in Chi-

tosan eingekapselten hPYY etwa 90 pg/ml detektiert. Im Normalfall beträgt die Adsorptionsflä-

che der Mukosa im Dünndarm etwa 32 m
2
, wobei hPYY im Blutplasma in der Konzentration 

von 40 pg/ml vorliegt. Bei der Annahme, dass der menschliche Körper etwa 5 l Blut enthält, 

würde eine Fläche von 0,5 m
2
 ausreichen, um die in der Literatur angegebene Konzentration 

von 40 pg/ml hPYY zu erreichen. Dies macht deutlich, dass diese Menge ausreichend ist, um 

eine Wirkung im menschlichen Organismus zu entfalten und zur Behandlung der Adipositas 

beizutragen.    
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Zusammengefasst waren beide Modelle, ex vivo entnommenes Duodenumgewebe für Ussing-

Chamber System und die in vitro kultivierten Caco-2 Zellen im Transwell® System, zur Unter-

suchung der Transzytoserate der Nanopartikel sowie der Peptide geeignet. Es kann jedoch ein 

Nachteil der Caco-2 Zellschicht im Transwell® System erwähnt werden. Hier kann für die Ver-

suche nur in dem pH-Bereich von 7,0-7,4 gearbeitet werden, da sonst die Zellen absterben wür-

den.   

Design und Formulierung der Peptid-basierten Wirkstoffe zur oralen Verabreichung gegen Adi-

positas benötigen noch weitere experimentelle Studien. Die Dosisabhängigkeit sowie Dauer der 

Verabreichung zur Entwicklung der optimalen Wirkung kann im Weiteren durch in vivo Expe-

rimente untersucht werden. Die systemische Verteilung sowie Lokalisation des Wirkstoffes im 

Körper sind ebenso wichtige Parameter, die bei der Entwicklung eines Medikamentes in Be-

tracht gezogen werden müssen.       
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