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EINLEITUNG 

 

Nach peroraler Applikation stellen die Epithelzellen und die darauf befindliche Mucus-

Schicht die bedeutendste Diffusionsbarriere für die Resorption von Wirkstoffen dar. Zur 

Überwindung dieser Barriere rückte in der Pharmazeutischen Technologie das Konzept der 

Bioadhäsion in den Mittelpunkt. 

Die erste Generation von Bioadhäsiva umfasst Polymere wie Polyacrylsäure und deren 

Derivate sowie Chitosan. Diese Hilfsstoffe haften an der Mucusschicht des intestinalen 

Epithels, verlängern dadurch die Kontaktzeit und verkürzen die Diffusionsstrecke des 

Wirkstoffes [1], sodass ein erhöhter Konzentrationsgradient eine verbesserte Resorption des 

Arzneistoffes bewirkt. Zusätzlich führt die erhöhte Permeabilität durch Öffnung der tight 

junctions sowie die Hemmung proteolytischer Enzyme zu einer verbesserten Bilanz, die sich 

in der bereits erfolgten Markteinführung von Präparaten mit Bioadhäsiva der ersten 

Generation widerspiegelt. 

Da die Effizienz von Bioadhäsiva der ersten Generation durch die rasche Erneuerungsrate des 

Mucus und Abschilferung von Mucus begrenzt ist, wurden Lektine als Bioadhäsiva der 

zweiten Generation vorgeschlagen [2]. Im Gegensatz zu Mucoadhäsiva binden einige 

pflanzliche Lektine direkt an kohlenhydrathältige Rezeptoren der Oberfläche von intestinalen 

Epithelzellen [3]. In-vitro wurde an Hand von artifiziellem Dünndarmgewebe nicht nur die 

Bindung an die Zellmembran beobachtet, sondern auch eine Aufnahme von 

membrangebundenem Weizenlektin (wheat germ agglutinin, WGA) und Kartoffel-Lektin 

(Solanum tuberosum Lektin, STL) in das Zytoplasma von absorbierenden Enterozyten [4]. 

Sowohl Zelladhäsion als auch Internalisation dieser Lektine beruhen auf der Wechselwirkung 

mit Oligosaccharidrezeptoren an der Oberfläche von intestinalen Epithelzellen. Derartige 

Glykoproteine sind jedoch nicht nur Bestandteil der Zellmembran, sondern auch 

Komponenten der Mucusschicht auf intestinalen Epithelzellen. Die Mucusschicht im 

menschlichen Dünndarm ist im Mittel 192 µm dick und enthält 96 – 99,5 % Wasser, sodass 

sie als zusätzliche Diffusionsbarriere für Wirkstoffe bzw. Formulierungen fungiert [5]. Die 

gelbildenden Komponenten sind Glykoproteine, sogenannte Mucine, deren 

Oligosaccharidmuster jenem der Lektin-Rezeptoren an der Oberfläche von intestinalen Zellen 

ähnlich ist. 

Zur Untersuchung des Einflusses von Mucus auf die Wechselwirkung zwischen Lektinen und 

Zellen ist ein Testsystem erforderlich, das einerseits Zellen des Dünndarmes und andererseits  
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Mucus umfasst. Mucus-produzierende Zelllinien sind zwar aus der Literatur bekannt [4, 7-9], 

der Differenzierungsgrad und damit die Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse sind 

jedoch gering.  

Zusätzlich sollten sowohl die Wechselwirkung zwischen Lektin und Mucus als auch die 

Interaktion zwischen Lektin und Zelle unabhängig voneinander erfassbar sein, um diese 

komplexen Abläufe genauer charakterisieren zu können. 

Dementsprechend sollte im Handel erhältliches Mucin aus dem Schweinemagen als Modell 

für humanen Mucus eingesetzt werden. Sowohl die Oligosaccharidzusammensetzung als auch 

der Gehalt an nativen Glykoproteiden sind jenem von humanem, intestinalem Mucus ähnlich. 

Entsprechend Literaturangaben enthält intestinaler Mucus 77,5% Kohlenhydrate bestehend 

aus N-Acetyl-galactosamin, N-Acetylglucosamin, Galactose, Fucose und Sialinsäure in einem 

molaren Verhältnis von 1,0 : 0,6 : 0,7 : 0,3 : 0,5 bezogen auf das Trockengewicht [5]. 

Als Modell für das humane intestinale Epithel sollten Caco-2 Zellen verwendet werden, die 

seit Jahren sowohl in der pharmazeutisch-technologischen Forschung etabliert sind als auch 

von der FDA (food and drugs administration) als Zelllinie für Permeabilitätsuntersuchungen 

empfohlen werden. Caco-2 Zellen wurden bereits 1972 von John Fogh aus dem Colon-

Adenokarzinom eines weißen Patienten isoliert, sie differenzieren unter geeigneten 

Kulturbedingungen jedoch zu einem Epithel, das morphologisch und funktionell dem 

menschlichen Dünndarmepithel entspricht. 

Entsprechend dem Kohlenhydratmuster auf Dünndarmepithelzellen und Mucusproteinen 

sollten Lektine mit unterschiedlicher Zuckerbindungsspezifität eingesetzt werden: 

Weizenlektin (WGA) interagiert mit Oligomeren von N-Acetyl-D-glucosamin und 

Sialinsäure, während Kartoffellektin (STL) nur an Sialinsäure bindet. Das Lektin aus der 

Kichererbse (Dolichos biflorus agglutinin, DBA) erkennt N-Acetyl-galactosaminreste, 

während das Lektin von Stechginstersamen (Ulex europaeus isoagglutinin I, UEA-I) an α-L-

Fucose enthaltende Oligosaccharide bindet. Erdnußagglutinin (PNA) aus Arachis hypogea  

und das Linsenlektin (LCA) aus Lens culinaris  interagieren mit Galactosaminyl- bzw. α-

Mannosyl-Resten. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte unter Verwendung dieser ex-vivo Modelle ein 

Testsystem zur Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen Lektinen und Mucus 

etabliert werden, um damit den Einfluss der Mucusschicht auf die Zellassoziation von 

Bioadhäsiva der zweiten Generation abschätzen zu können.  

 

 



 6 

 



 7  



 8 

 



 9 

 



 10 

 



 11 

 



 12 

 



 13 

 



 14 

 



 15 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit konnte zur Publikation  

 

„ Lectin-mediated drug delivery: influence of mucin on cytoadhesion of plant lectins in vitro“ 

(Autoren: M. Wirth, K. Gerhardt, C.Wurm, F. Gabor) 

Journal of Controlled Release, 79, 183-191 (2002) 

(siehe vorliegende Diplomarbeit Seite 6-14) 

 

 maßgeblich, insbesondere durch Experimente zur Untersuchung der Mucus-Lektin 

Interaktion beigetragen werden. 

 

Obwohl in einigen in-vitro und wenigen in-vivo Studien die Wechselwirkung zwischen 

speziellen Lektinen als Bioadhäsiva der zweiten Generation und der apikalen Membran von 

intestinalen Epithelzellen beschrieben wird, ist wenig über den Einfluss der Mucusschicht auf 

diese Interaktion bekannt.  

Aufgrund gewisser Ähnlichkeiten im Kohlenhydratmuster von Zelloberfläche und Mucinen 

ist jedoch ein Effekt zu erwarten, der insbesondere für die Einsetzbarkeit von Lektin-hältigen 

prodrugs und Lektin-hältigen Formulierungen entscheidet. 

Alternativ zur Gelpermeationschromatographie von Mucin-Lektin Komplexen [11] wurde ein 

schnelles und einfaches ELISA-Verfahren entwickelt, das auf der Verwendung von Mucin-

beschichteten Mikrotiterplatten zur Charakterisierung der Mucin-Lektin Interaktion beruht. 

Obwohl die Mucusschicht eine Mischung von hochmolekularen Glycoproteinen, Enzymen, 

Wasser, Elektrolyten, abgelösten Epithelzellen, Bakterien und Bakterienprodukten darstellt, 

wurden die als Hauptdeterminanten der physiologischen Eigenschaften, die 

Mucinglycoproteine, in den Versuchen eingesetzt (12). Intestinaler Schweinemucus enthält 

etwa 1 % Glycoprotein, aber wegen der hohen Viskosität und der geringen 

Reproduzierbarkeit wurde eine 0,1 %ige Lösung von Mucin aus Schweinemagen (pig gastric 

mucin, PGM) zur Beschichtung der wells verwendet.  

Die Experimente ergaben, dass die Bindung von Fluorescein-markiertem WGA an PGM-

beschichtete Mikrotiterplattenwells überwiegend durch spezifische Interaktion zwischen dem 

Lektin und den Kohlehydratketten des PGM zustande kommt (fig.1, Tabelle 1). 

Die Anwendung dieses Protokolls zum Screening der Lektin-PGM Interaktion ergab, dass die 

Lektinbindungskapazität in folgender Reihenfolge abnimmt: WGA >>UEA-
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I>>LCA=STL>PNA>DBA. Diese Reihenfolge spiegelt nicht unbedingt die molare 

Zusammensetzung des Mucins wieder, jedoch die sterischen Konfigurationen der 

Mucusglycoproteine. Gemäß dem molaren Verhältnis der Kohlenhydrate in den Mucin-

Molekülen beträgt der Sialinsäuregehalt von Mucin nur die Hälfte jenes von N-Acetyl-D-

galactosamin. Jedoch bildet Sialinsäure oft das Kettenende der linearen oder verzweigten 

Oligosaccharidseitenketten des Mucins, sodass die WGA-Bindungskapazität von allen 

untersuchten Lektinen am Höchsten war.  

Ähnlich dazu ist auch der Fucosegehalt der Mucinglycoproteine sehr gering, aber Aufgrund 

der freien Zugänglichkeit  terminaler Fucosereste an den seitlichen Oligosaccharidketten war 

die UEA-I-Bindung sehr hoch.  

Im Gegensatz dazu ist der N-Acetyl-galactosamin-Gehalt sehr hoch,  es ist jedoch O-

glycosidisch an exponierte Hydroxylgruppen von Serin und Threonin an der Peptidkette 

gebunden. Diese sterische Hinderung des Zutritts bewirkt die geringe PGM-

Bindungskapazität von DBA.  

Die PGM-Bindungsrate von PNA entspricht den frei zugänglichen Galactose- und 

Galactosamin-Teilstrukturen. N-Acetylglucosaminyl-Reste als Bindungsstellen für STL 

befinden sich direkt am Proteingerüst von Mucin [11], sodass die PGM-Bindungsrate von 

STL gering und jener von Mannose-spezifischem LCA vergleichbar war. Mannose ist zwar 

kein Bestandteil von Mucin-assoziierten Oligosacchariden, aber an Hand von 

mannosespezifischen Fimbrien von E.coli wurde eine Bindung an offene Oligomannosylreste 

nachgewiesen [13]. 

WGA zeigte nicht nur die höchste PGM-Bindungskapazität, sondern auch die Spezifität der 

Bindung  an Sialsäure- und N-Acetyl-glucosaminylreste war am höchsten wie an Hand von 

kompetitiven Interaktionsstudien in Gegenwart der inhibierenden Kohlenhydrate N-Acetyl-D-

glucosamin (IC50 >500 g/Well) oder N,N´,N´´-Triacetylschitotriose (IC50  = 2,5 g/well) 

nachgewiesen werden konnte. Da die WGA-Bindungsstelle komplementär zu einem 

Trisaccharid ist, war die Inhibitionsstärke des Trisaccharids weit höher als jene des 

monomeren Kohlenhydrates [14]. Außerdem war das Ausmaß der Inhibition unabhängig von 

der Reihenfolge des Zusatzes der Kohlenhydrate und WGA. Im Gegensatz zur WGA-Caco-2-

Zell Interaktion, weisen diese Ergebnisse auf eine volle Reversibilität der WGA-PGM 

Interaktion hin. 

Entsprechend den Ergebnissen der WGA-PGM Bindung bei unterschiedlichen pH-Stufen ist 

die vorzeitige Adhäsion von WGA-hältigen Formulierungen an Mucin des Magens 

vernachlässigbar. Da mit Hilfe der Heidelberg Kapsel in nüchternen Probanden ein pH-Wert 
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von 1,3-2,1 gemessen wurde und die PGM-Bindung von WGA in diesem pH-Bereich 

unabhängig von der Menge des zugesetzten Lektins am Geringsten war, dürften die 

Bedingungen für eine WGA-Mucus Interaktionen im sauren Milieu des Magens äußerst 

unvorteilhaft sein [15].   

Darüber hinaus konnte unabhängig vom pH-Wert der extrazelluläre Mucus von menschlichen 

Magenepithelzellen nicht mit WGA markiert werden, obwohl Mucus zytoplastische Vakuolen 

mit Mucin mit WGA markiert werden konnten [16].  

Da WGA proteolytisch stabil ist [3] und die Mucusbindung in saurem Milieu sehr gering ist, 

dürften WGA-modifizierte Formulierungen die Magenpassage unbeschadet überstehen. 

Aber höchstwahrscheinlich bindet WGA an intestinalen Mucus, da der intestinale pH im 

nüchternen Probanden zwischen 5,5 und 6,5 [17] liegt. Bei pH 6,0 war die Menge an PGM-

gebundenem WGA 5-7 mal höher als bei pH 2,0 und nahm gleichzeitig mit steigender Menge 

an verfügbarem Lektin zu. 

Um den Einfluss von PGM auf die Caco-2-Bindung von F-WGA abzuschätzen, wurde ein in-

vitro Modell bestehend aus Caco-2-Monolayern als ein künstliches intestinales Gewebe und 

PGM-Lösung eingesetzt und gleichzeitig die Versuchstemperatur auf 4°C gesenkt, um eine 

zelluläre Aufnahme des Lektins zu verhindern.  

Bei dieser Temperatur ist die Fluidität der Zellmembran und der Metabolismus der Zellen 

reduziert und bewirkt eine Untedrückung energieabhängiger Transportprozesse. Dadurch wird 

sichergestellt, dass die Menge an zellassoziiertem Lektin nur membrangebundenes Lektin 

darstellt.  

Bei Inkubation mit bis zu 1 µg F-WGA/well, wurde die Zellbindung des Lektins durch PGM 

zu etwa 70 % inhibiert. Eine Erhöhung der Lektinmenge auf 4 µg/well bewirkte jedoch eine 

70%ige Zellbindung, was einer Bindung von 30 % des Lektins an PGM entspricht. Da die 

Adhäsion von F-WGA an Caco-2-Monolayer in Gegenwart von PGM mit steigender 

Lektinmenge zunimmt, sind die WGA-Bindungsstellen an PGM gesättigt.  

Ungeachtet der Tatsache, dass membrangebundenes Lektin in die Zellen aufgenommen wird 

und somit durch Freiwerden von Lektinbindungsstellen an der Zelloberfläche das 

Gleichgewicht in  Richtung Cytoadhäsion verschiebt, könnte das Verhältnis zwischen Mucus 

und vorhandener Menge an Lektin-hältiger Formulierung einen entscheidenden Parameter für 

Lektin-vermittelte Arzneiformen darstellen, da der Mucus initial abgesättigt sein muß. 

Darüber hinaus beeinflusst das Alter der Mucin-Lösung die Lektinbindungskapazität von 

PGM deutlich. Da eine verlängerte Lagerungszeit der Mucinlösung einer Abnahme der Caco-

2 gebundenen Lektin-Menge bewirkt, dürfte die Zugänglichkeit der Lektin-bindenden 
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Kohlenhydratseitenketten während der Lagerung zunehmen. Jedoch bewirkte der Zusatz  des 

Proteaseinhibotors Phenylmethylsulfonylfluorid zur gelagerten PGM-Lösung keine merkbare 

Änderung der Bindungsraten, sodass eine erleichterte Zugänglichkeit der N-Acetyl-D-

glucosamin-Reste nahe der Peptidkette von Mucin durch einen möglichen Protease-Gehalt der 

PGM-Präparate ausgeschlossen werden kann. 

Es ist aber unwahrscheinlich, dass sich der Anstieg der Mucus-Lektin Interaktion mit der 

Mucinalterung in-vivo nachteilig auf die Lektin-hältigen Arzneiformen auswirkt, da sich der 

Mucus mit einer Erneuerungszeit zwischen 47 und 270 Minuten konstant erneuert [18]. 
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AUSBLICK 

 

Entsprechend den Ergebnissen der Studien zur Wechselwirkung von PGM und WGA stellt 

der Magen kein Hindernis für die Bioadhäsion Lektin-hältiger Arzneiformen dar. Da die 

höchsten Bindungsraten bei pH 5 beobachtet wurden, dürfte eine derartige Arzneiform erst im 

Duodenum adhärieren.  

Obwohl die Mucus-Schicht eine Diffusionsbarriere darstellt, fungieren die Mucusproteine 

quasi als „Fänger“ für Lektin-hältige Arzneiformen aufgrund ihrer spezifischen Interaktion 

mit Lektinen. Aber aufgrund der Reversibilität der Wechselwirkung, die eine Verteilung der 

Mucin-gebundenen Lektin-hältigen Formulierung zu freien Bindungsstellen an der 

Zellmembran erleichtert, kann die mucosale Barriere überwunden werden. Da Membran-

gebundenes Lektin in die Zellen aufgenommen wird, stehen wieder freie 

Lektinbindungsstellen an der Zellmembran zur Verfügung, die ihrerseits wieder eine 

Verteilung von Mucus-gebundenem Lektin zur Zellmembran begünstigen. Diese 

Charakteristika könnten eine beschleunigte und erleichterte intrazelluläre Aufnahme von 

Arzneistoffen aus Lektin-hältigen Formulierungen in resorbierende Enterocyten bewirken, 

was jedoch durch weitere Experimente abgesichert werden muss. 

Lektine als Bioadhäsiva der zweiten Generation bieten somit den wesentlichen Vorteil, die 

Aufnahme des Wirkstoffes in die Zelle nach Diffusion durch die intestinale Mucusschicht zu 

ermöglichen, die zusätzlich leichter permeabel ist als jene im Magen. Es sollte jedoch auch 

berücksichtigt werden, dass die Effektivität von Bioadhäsiva der zweiten Generation wie jene 

von Mucoadhäsiva durch abgeschilferten Mucus eingeschränkt wird. Die initiale 

Mucusbindung von Lektinen kann jedoch sogar von Vorteil sein, da der Mucus als erste, 

jedoch vollständig reversible Bindungsstelle für Lektin-hältige Formulierungen fungiert, auf 

die eine Verteilung der Formulierung zur Zellmembran und Aufnahme in die Enterozyten 

folgt. 
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