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1. Theoretischer Teil

1.1. Anthrachinone

In  der vorliegenden Diplomarbeit wird der Metabolismus von neuen
Anthrachinonderivaten, welche von der Firma Sealife Pharma GmbH aus Tulln
synthetisiert werden, untersucht. Diese Substanzen weisen eine antibakterielle und auch
zytostatische Wirkung auf. Die Benennung der Substanzen erfolgt mit der Abktrzung SL
und einer nachstehenden Zahl. Die Versuche beziehen sich auf die Metabolisierung von
SL 11 und SL 22. Die unterschiedlichen Substanzen weisen die gleiche Grundstruktur auf,
wobei sie sich beziglich der Reste unterscheiden.
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Abb.1: Allgemeine Anthrachinon Grundstruktur Abb.2: SL 11 und SL 22 Grundstruktur

1.2. Metabolismus

1.2.1. Bedeutung

Der Begriff Metabolismus bzw. Biotransformation umfasst Prozesse, die exogene
Substanzen, so genannte Xenobiotika, zu wasserldslichen Verbindungen umwandeln.
Diese Umwandlungsprodukte werden Metabolite genannt. Lipophile Substanzen kénnen
nur schwer ausgeschieden werden, da sie immer wieder durch die Niere riickresorbiert
werden wirden. Im Zuge des Metabolismus werden somit hydrophile und daher leicht
ausscheidbare Stoffe gebildet. Der Uberwiegende Teil der Biotransformation findet in der
Leber statt. [2] [3]

1.2.1.1. First-Pass Metabolismus

Wenn ein Arzneistoff oral zugefuhrt wird, wird dieser im Magen-Darm Trakt resorbiert und
dadurch Uber die Pfortader in die Leber transportiert. Somit wird der Arzneistoff bereits vor
der Verteilung im Korper in der Leber metabolisiert. Dies beeinflusst maR3geblich die

Bioverfligbarkeit von Arzneistoffen. [3]



1.2.1.2. Inaktivierung, Aktivierung und Giftung

In vielen Fallen werden Substanzen durch metabolische Vorgange inaktiviert. Viele
Metaboliten sind daher unwirksam oder in ihrer Wirkung stark abgeschwacht. Im
Gegensatz zur Inaktivierung kann allerdings auch eine Aktivierung des Arzneistoffes
erfolgen. Somit stellt der Metabolit die eigentliche wirksame Verbindung dar. In diesem
Fall wird die Ausgangsverbindung als Prodrug bezeichnet, welche durch enzymatische
Umwandlung aktiviert wird. Die Aktivierung kann allerdings auch nicht-enzymatisch
erfolgen. Es handelt sich hierbei um chemisch aktivierte Prodrugs, bei welchen
intramolekulare Umlagerungsprodukte die eigentliche Wirkform darstellen. Die, im Zuge
der Aktivierung gebildeten Metaboliten, kénnen jedoch auch unerwinscht sein und

toxische oder karzinogene Eigenschaften besitzen. [4] [5] [6]

1.2.1.3. Speziesunterschiede

Die Quantitat und Qualitat der gebildeten Metaboliten hangt von vielen unterschiedlichen
Faktoren ab, wobei der wesentlichste Faktor die Spezies-Abhangigkeit betrifft.
Fremdstoffmetabolisierende Enzyme finden sich bei den meisten héheren Tieren, wobei
Unterschiede in Art und Menge der Enzyme vorliegen. Dadurch ist es oft problematisch
Ergebnisse eines Tierversuches auf den Menschen zu Ubertragen. [1]

1.2.2. Phasen des Metabolismus
Der Metabolismus wird in vier Phasen eingeteilt, wobei die enzymatischen

Umwandlungsprozesse in Phase | und Phase Il erfolgen. [7]

O-Glucuronid
Ne

Abb.3.: Phase | und Phase Il Metabolismus [4]

1.2.2.1. Phase 0

Als Phase 0 wird die zellulare Aufnahme der Xenobiotika ins Zytosol bezeichnet. [7]

1.2.2.2. Phase |
Die Phase | wird durch Funktionalisierungsreaktionen bestimmt, dies bedeutet, dass

funktionelle Gruppen in das unpolare Molekil eingefuhrt werden. Der oxidative Phase |



Metabolismus wird durch Monooxygenasen bestimmt, diese werden Cytochrom P450
Enzyme (=CYP) genannt. Sie befinden sich vor allem in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums. Die Einteilung der unterschiedlichen CYPs erfolgt gemaf3
dem Grad der Homologie in der Aminosauresequenz. Die Enzyme werden in Familien
(z.B. CYP 2), Subfamilien (z.B. CYP 2C) und schlussendlich in Isoformen (z.B. CYP 2C9)
gegliedert. Im Zuge der enzymatischen Reaktion wird ein Sauerstoffatom eines
molekularen Sauerstoffs auf ein Substrat transferiert. Das zweite Sauerstoffatom wird zu
Wasser reduziert, wobei NADPH verbraucht wird. [1] [4]

O, + 2e” wird zu H,0O + S-0O [3]

Am Arzneistoffmetabolismus sind vor allem die Genfamilien der CYP 1,2 und 3 beteiligt.
CYP 3A4 ist dabei das wichtigste, es betragt 30% der gesamten CYP P450 Enzyme. 60%
aller Arzneistoffe sind CYP 3A4 Substrate. Die Isoformen der CYP 2C Familie machen
30%, 1A2 15% und CYP 2D6, -2A6, -2B6 gemeinsam 10% des CYP Gehalts aus. Im

Phase | Metabolismus treten allerdings noch weitere Enzyme auf. [4]

Tab.1l: Weitere Enzyme des Phase | Metabolismus [4]

Oxidationsenzyme weitere Enzyme
Alkoholdehydrogenasen Reduktasen
Aldehyddehydrogenasen Esterasen
Xanthinoxidasen Epoxidhydrolasen
Aminooxidasen

1.2.2.3. Phasell

In der Phase Il finden Konjugationsreaktionen statt, somit werden die funktionellen
Gruppen mit sehr polaren endogenen Molekilen gekoppelt. Ein Arzneistoff kann jedoch
auch ohne vorausgegangene Phase | Reaktion funktionelle Gruppen besitzen, welche
direkt konjugiert werden konnen. Die entstehenden Konjugate sind gréRtenteils
unwirksam und sehr polar und somit wasserloslich. Daher kénnen sie biliar oder renal

ausgeschieden werden. [4]

Tab.2: Enyme des Phase Il Metabolismus [7]

Glucuronosyltransferasen Glutathion-S-Transferasen | N-Acetyltransferasen
Sulfotransferasen Methyltransferasen Aminoacyltransferasen

1.2.2.4. Phase lll

Unter Phase Il Metabolismus versteht man den Transport der Metaboliten, welche in
Phase Il gebildet werden, aus der Zelle. Im Unterschied zu den beiden vorangegangen
Phasen erfolgt hier keine weitere chemische Veranderung. Das Ausschleusen aus der

Zelle erfolgt haufig Gber ATP abhangige ABC Transporter. [7]



1.2.3. Einflussfaktoren

Es liegt eine Variabilitdt der Biotransformation vor, dies bedeutet, dass unterschiedliche
Individuen mehr oder weniger Metaboliten bilden. Dementsprechend wird die Wirkung des
Arzneistoffes beeinflusst, wobei der therapeutische Effekt vermindert aber auch

ausbleiben oder verstarkt auftreten kann. [5]

1.2.3.1. Geschlechtsspezifische Unterschiede

Im Zuge des Metabolismus sind einige geschlechtsspezifische Unterschiede zu erkennen.
Viele derartige Untersuchungen wurden mit Ratten durchgefihrt. Wobei weibliche Ratten
10-30% weniger CYP Enzyme aufweisen. Zudem werden manche CYP Isoformen nur in
weiblichen oder mannlichen Ratten exprimiert. Unterschiede zeigen sich auch bei den
verschiedenen Transferasen. Mannliche Ratten weisen eine hohere Metabolisierungsrate
auf. Bei Vergleichen zwischen Menschen und Ratten muss allerdings darauf geachtet
werden, dass die CYP Enzyme bei Ratten in Art und Menge variieren. Beim Menschen
treten jedoch nur quantitative Unterschiede auf. [8]

Bezlglich des Phase | Metabolismus weisen Menschen bei den verschiedenen CYP
Enzymen variable Unterschiede zwischen den beiden Geschlechtern auf. Wobei
Enzymen des Phase Il Metabolismus bei Mannern eine erhdhte Aktivitdt aufzeigen. Die
Expression von CYP 3A4 unterscheidet sich wesentlich zwischen Mann und Frau. Viele
Arzneistoffe, die tUber CYP 3A4 metabolisiert werden, weisen bei Frauen eine hohere
Clearance auf und werden somit schneller metabolisiert und eliminiert. Es konnten keine
Unterschiede zwischen pra- und postmenopausalen Frauen erkannt werden. Auch
CYP 2B6 weist vermutlich eine vermehrte Aktivitat bei Frauen auf, jedoch treten bei
diesem Enzym hohe individuelle Schwankungen auf. CYP 1A2, 2E1 und 2D6 zeigen eine
hohere Aktivitat bei Mannern. Fur CYP2C19 und 2C9 konnten keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede erkannt werden. Generell zeigt sich auch beim
Menschen, dass Frauen hohere Plasmaspiegel und somit niedrigere
Metabolisierungsraten aufweisen. Jedoch dirfen vor allem die Unterschiede beziglich
CYP 3A4 beim Arzneistoffmetabolismus nicht auf3er Acht gelassen werden. [8] [9] [10]
[11]

1.2.3.2. Enzyminduktion und -inhibition

Endogene wie auch exogene Substanzen kdnnen die Funktion metabolisierender Enzyme
beeinflussen. Dabei kann die Enzymaktivitat induziert wie auch inhibiert werden. Viele
Arzneistoffe aber auch Nahrungsmittel sind solche Inhibitoren oder Induktoren. Daher ist
es besonders wichtig auf mogliche Interaktionen und Wechselwirkungen zu achten.

Betroffen sind in beiden Fallen vor allem CYP 3A4 Substrate. Die Folge von



Enzyminduktoren ist ein verstérkter Abbau sowie eine verminderte Wirkung der CYP 3A4

Substrate. Konsequenzen einer CYP 3A4 Inhibition sind dabei erhdhte Plasmaspiegel und

dadurch die erhéhte Wahrscheinlichkeit von Nebenwirkungen. [4] [11]

Tab.3: Beispiele fir Enzyminduktoren und —inhibitoren [4]

Induktoren Reversibele Inhibitoren Irreversible Inhibitoren
Rifampicin Ketoconazol, Itraconazol Grapefriutsaft
Phenytoin, Carbamazepin | Verapamil, Diltiazem
Johanniskrautextrakt Erythromycin

Ciclosporin

1.2.3.3. Polymorphismus

Die Aktivitdt der metabolisierenden Enzyme kann bei unterschiedlichen Individuen stark
variieren. Das bedeutet, dass bestimmte Enzyme fehlen bzw. nur in geringen Mengen
exprimiert werden oder vermehrt gebildet werden. [5]

Ein haufiges Beispiel fir einen Polymorphismus betrifft dabei das CPY 2D6 und
CYP 2C19. Man spricht in diesem Zusammenhang von ,defizienten Metabolisierern®, bei
welchen eine Standarddosis, von Substanzen die normalerweise durch CYP 2D6 oder
2C19 metabolisiert werden, zu erhthten Risiko fir Nebenwirkungen fiihren kann. Da
diese Verbindungen nur langsam abgebaut werden kénnen und sich somit die
Plasmaspiegel erhdhen. Jedoch sind auch ,ultrarapide Metabolisierer bekannt, bei
welchen durch die vermehrte Enzymaktivitdt die Standarddosis erhdht werden muss um

einen therapeutischen Effekt erzielen zu kénnen. [4]

1.3. In vitro Metabolismus Bestimmungen

1.3.1. Hepatozyten

Hepatozyten haben eine grof3e Bedeutung um den Phase | und Il Metabolismus von
Substanzen untersuchen zu kénnen. Bei Hepatozyten handelt es sich um parenchymale
Zellen der Leber, welche hauptsachlich fir den Metabolismus von Xenobiotika
verantwortlich sind. Sie beinhalten alle am Metabolismus beteiligten Enzyme, die
zytosolischen wie auch membranstandigen Enzyme. Fir die Gewinnung von Hepatozyten
ist frisches Ausgangsmaterial von grof3er Bedeutung, wodurch auch die Anzahl der
lebenden Zellen bestimmt wird. Daraus resultieren allerdings auch einige Probleme bei
der Versuchsdurchfiihrung mit Hepatozyten. Frisch isolierte Hepatozyten kénnen nur vier
Stunden uberleben. Zudem ist die Verfugbarkeit menschlicher Leber eingeschrankt. Ein

weiteres Problem ist, dass nicht jedes pharmazeutisches Labor die Méglichkeiten hat eine



Hepatozytenisolierung durchzufiihren. Somit werden neben frischen Leberzellen auch
kryokonservierte Zellen verwendet. Kryokonservierung bedeutet, dass biologisches
Material mit Hilfe von flissigem Stickstoff bei -196°C tiefgefroren wird. Es kann nach
beliebiger Zeit wieder aufgetaut und verwendet werden. Nach dem Auftauen kann es
jedoch zu einer verringerten Viabilitat sowie einer verringerten metabolischen Kapazitéat
kommen. Dennoch bleiben auch bei kryokonseriverten Hepatozyten die meisten
hepatozellularen Funktionen erhalten. [2] [12] [13] [14]

1.3.2. Leber S9 Fraktion

Die Leber S9 Fraktion ist eine submitochondriale Fraktion, welche zytosolische sowie
auch membrangebundene Enzyme beinhaltet. Die Abkirzung S stammt von ,supernatant"
(=Uberstand) und 9 steht fur die Zentrifugation bei 9000g (g= Erdbeschleunigung). Die
Gewinnung erfolgt aus homogenisierter Leber und anschlieRender Zentrifugation. Um
eine anhaltende Enzymaktivitat zu gewahrleisten muss die Lagerung bei -80°C erfolgen.
[15]

1.3.3. Lebermikrosomen

Durch Zentrifugation der S9 Fraktion bei 100.000 g erhéalt man die so genannten
Mikrosomen. Es handelt sich also auch bei den Mikrosomen um eine Zellfraktion, wobei
die Funktion der Cytorchrome wiederum erhalten bleibt. Es liegen hier Uberwiegend
membranstandige Enzyme vor. Im Vergleich zu den Hepatozyten kann jedoch nur der
Phase | Metabolismus untersucht werden. Auch hier ist eine Lagerung bei -80°C
notwendig, um die Enzymaktivitat zu erhalten. [2] [4] [15]

1.3.4. cDNA exprimierte P450 Isoformen

Die cDNA Sequenzen, welche fur die humanen Cytochrome der Familie P450 kodieren,
sind bekannt. Diese kodierenden Regionen kénnen mit Hilfe einer reversen Transkriptase-
Polymerase Kettenreaktion isoliert werden. Dadurch kdnnen Vektoren mit dieser
Erbinformation hergestellt werden, die danach in Zellen (z.B. Escherichia coli) transferiert
werden. Diese exprimieren anschlieRend die gewollten Proteine. Hierbei kann die
Expressionsrate gesteuert und somit erhéht werden, indem zusatzliche Promotorregionen

eingefuhrt werden. [2] [12]



1.4. Enzymkinetik

1.4.1. Carboxylesterase

Carboxylestereasen werden vor allem in der Leber, aber auch in anderen Organen und
Geweben wie z.B. Niere, Blut, Hirn, Lunge und Haut gebildet. Sowohl zytosolische wie
auch membrangebundene Craboxylesterasen sind am Metabolismus von Xenobiotika
beteiligt. Diese Enzyme katalysieren Carbonséureester zu Carbonsduren und einen
Alkohol. [16]

R;COOR; + H,0 wird zu R;COOH + R,OH [16]

Beim Menschen werden vor allem zwei Isoformen unterschieden, hCE-1 und hCE-2.
Diese beiden unterscheiden sich vor allem in ihrer Substratspezifitat. Zusatzlich wurde
eine dritte spezifische Carboxylesterase, hCE-3, im Gehirn identifiziert. Porcine
Carboxylesterasen werden von einer Schweineleber extrahiert und haufig fur
metabolische Untersuchungen verwendet. Es werden drei Isoenzyme unterschieden a-,

B- und y- PLE. Diese unterscheiden sich wiederum in ihrer Substratspezifitat. [16] [17]

1.4.2. Michaelis-Menten-Kinetik

Die Enzymaktivitat bezieht sich auf die Anzahl der Substratmolekiile, die pro Sekunde in
Produktmolekiille umgesetzt werden. Diese wird in Units angegeben, wobei 1 Unit
bedeutet das 1 pmol Substrat pro Minute umgesetzt wird. Zuerst wird ein Enzym-Substrat-
Komplex gebildet, welcher in einen Enzym-Produkt-Komplex umgewandelt wird und
anschlie3end zerfallt dieser in Enzym und Produkt. Es kann zwischen unterschiedlichen
Reaktionstypen unterschieden werden. Reaktion erster Ordnung bedeutet, dass die
Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration abhangig ist wobei eine
Reaktion nullter Ordnung konzentrationsunabhangig und konstant ablauft. Bei der
Erstellung eines Michaelis-Menten-Diagramms ist die Enzymkonzentration konstant
wahrend die Substratkonzentration variiert. Jeder Punkt des Michaelis-Menten-Graphs
steht fur eine Reaktionsgeschwindigkeit bei einer bestimmten Substratkonzentration. [18]

Das Michaelis-Menten-Diagramm kann in drei Bereiche unterteilt werden:

e Bei niedrigen Substratkonzentrationen liegt eine Reaktion erster Ordnung vor, da
die Geschwindigkeit proportional zur Substratkonzentration steigt. Alle
Substratmolekile kdnnen an ein Enzymmolekul binden. [18]

e Mittlere Substratkonzentrationen stellen den Ubergang zwischen erster und nullter
Ordnung dar. Trotz Erhéhung der Substratkonzentration wird die Zunahme der
Geschwindigkeit immer geringer. Substratmolekile missen um ein freies

Enzymmolekdl konkurrieren. [18]



e Hohe Substratkonzentrationen ziehen eine Enzymsattigung mit sich, dies bedeutet,
dass  weitere Substraterh6hung keinen Einfluss mehr auf die
Reaktionsgeschwindigkeit hat. Somit liegt eine Reaktion nullter Ordnung vor. [18]

Wichtige Parameter einer Michaelis-Menten-Kinetik stellen die Maximalgeschwindigkeit
und die Michaeliskonstante dar. Vmax wird bei Enzymsattigung erreicht und stellt somit
die hochste Geschwindigkeit dar mit der die enzymatische Umsetzung erfolgen kann. Km
entspricht Vmax/2. Das bedeutet, dass Km sich auf jene Substratkonzentration bezieht,
bei der eine Enzymaktivitat mit halbmaximaler Geschwindigkeit vorliegt. Demnach liegt
die Halfte der Enzyme als Substrat-Enzym-Komplex vor, wodurch Km auch als
Halbsattigungskonzentration bezeichnet wird. Km beschreibt die Affinitat eines Enzyms
zum jeweiligen Substrat. Bei niedrigem Km liegt eine hohe Affinitat vor, weil nur eine
geringe Substratkonzentration fir die Erreichung der halbmaximalen Geschwindigkeit
notwendig ist. Demzufolge entspricht ein hohes Km einer niedrigen Affinitat, da hier hohe

Substratmengen nétig sind um eine Halbséttigung des Enzyms zu erzielen. [18] [19]

1.5. Rationale

Der Metabolismus ist ein wesentlicher Aspekt bei der Entwicklung neuer Arzneistoffe,
dadurch sind diesbezlgliche Untersuchungen in der praklinischen Phase von groRRer
Bedeutung. Die Bildung mdoglicher aktiver wie auch inaktiver Metaboliten hat wesentlichen
Einfluss auf die Bioverfligbarkeit und Wirkung aber auch auf die Nebenwirkungen eines

Arzneistoffes. [1]

Ziel dieser Diplomarbeit ist es, die Metabolisierung von SL 11 sowie die enzymatische
Umsetzung von SL 22 zu untersuchen. Hierfir werden humane Hepatozyten sowie
porcine Carboxylesterasen verwendet. Somit sollen Rickschlisse auf den Abbau der
Substanzen und der dadurch gebildeten Abbauprodukte gezogen werden kénnen. Die
Untersuchung der metabolischen Stabilitéat, der metabolischen Umsetzung sowie der
Substanzinstabilitat sollen fur die Beurteilung des Metabolismus herangezogen werden.

Zudem soll eine Michaelis-Menten-Kinetik erstellt und damit Informationen Uber die

enzymatische Umsetzung durch Carboxylesterasen gewonnen werden.



2. Experimenteller Teil

2.1. Materialien und Geréte

Tab.4: Verwendetet Materialien und Gerate

Bezeichnung

Herstellungsfirma

12-well-plate, Multiwell, Sterile

Merck VWR International

Analysewaage

Satorius Mechatronics Austria GmbH

Automatische Pipette, pipetus

Hirschmann Laborgeréte

Carboxylesterase, from porcine liver,
E3019

Sigma-Aldrich

Centrifuge Tubes, Super Clear, 15 ml

Merck VWR International

Deckglas, 18x18 mm

Einmal Latexhandschuhe

Merck VWR International

Eppendorf Pipettenspitzen:
Universal blue tips: 50-1000 pl
Universal yellow tips: 2-200 pl

Merck VWR International

Eppendorfgefal3e, Plastibrand, 1,5 ml

BRAND GmbH Deutschland

Eppendorf-Pipetten
2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

Research Plus

Eprouvetten, Plastibrand

Brand GmbH Deutschland

Heizblock, Dir-Block

Techne

Hepatozyten: human méannlich

Invitrogen'™ — Life Technologies, USA

HPLC Caps, 8-SC

Biolab GmbH

HPLC Mikrovials, 02-MTV Biolab GmbH
HPLC Septum, 8-ST 15 Biolab GmbH
HPLC Vials, 2SV(A) P317 Biolab GmbH

HPLC-Anlage Hitachi Chromaster

Merck VWR International

Inkubator

Heraeus Instruments GmbH

Kuchenrolle

Laminar Biosafe 2 Ehret GmbH

Magnetruhrer MR 3001K Heidoplh Instruments GmbH
Mikroskop, Nicon Eclipse Te2000-S Nicon GmbH

Parafilm, Laboratory Film ,M*

Bemis Company

Pasteurpipette Glas, 150 mm

Merck VWR International

Pipetten
5ml, 10ml, 25ml Stripette

Sigma-Aldrich

Pipettensauger

Pipettenspitzen, diposable steril tips
50-1000 pl, 2-200 pl

Merck VWR International

Ultraschallbad Bandelin Sonorex

Bandelin electronic GmbH




Vortex

Velp Scientifica

Wasserbad, Transonic Digital

Elma Schmidbauer GmbH

Zahlkammer, Neubauer

Assistent Deutschland

Zentrifuge, Galaxy 16DH

Merck VWR International

Zentrifuge, Laborfuge 400

Heraeus Instruments GmbH

2.2. Reagenzien und Chemikalien

Tab.5: Verwendete Reagenzien und Chemikalien

Bezeichnung

Herstellungsfirma

Acetonitril >99,9% HPLC gradient grade

Chem-Lab NV

Alkohol 70%

Analysierte Substanzen
SL 11, SL 22

Sealife Pharma GmbH Tulln

Aqua destillata

Department fur Pharmakognosie,
Universitat Wien

Cell-Maintenance Cocktail-B

Invitrogen' — Life Technologies, USA

Cryopreserved Hepatocyte Recovery

Invitrogen'" — Life Technologies, USA

Medium

Dexamethason Invitrogen'" — Life Technologies, USA
Dimethylsulfoxid >99,9%, D4540 Sigma-Aldrich

Essigsaure>99,9%, 338826 Sigma-Aldrich

Phosphatpuffertablette P4417-50TAB Sigma-Aldrich

Testosteron, 86500-5G Sigma-Aldrich

Trypanblau 0,4%, T8154 Sigma-Aldrich

Williams Medium E

Invitrogen™ — Life Technologies, USA

2.3. Software

Tab.6: Verwendete Software

Microsoft Office Word
Microsoft Office Excel
Graph Pad Prim 6
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2.4. Allgemeine Vorbereitungen

2.4.1. Herstellung der Eluenten und der Waschflissigkeit

Eluent A:

1:1000 (Essigsaure:Wasser dest.)

Es werden 999 ml destilliertes Wasser in eine 1 Liter Flasche vorgelegt und danach mit

1 ml Essigsaure versetzt.

Eluent B:
1:1000 (Essigsaure:ACN)
Fur diesen Eluenten werden dementsprechend 999 ml ACN verwendet und 1 ml

Essigsaure hinzugeflgt.

Waschflussigkeit:
20:80 (Wasser dest.:ACN)

Hierzu werden 200 ml destilliertes Wasser und 800 ml ACN gemischt.

Beide Eluenten sowie die Waschfliissigkeit werden mit einem Magnetstabchen versetzt
und mit Hilfe eines Magnetriihrers durchmischt. Danach werden die Flaschen mit einem
Parafilm verschlossen und fir 30 min ins Ultraschallbad gestellt. Auf diese Weise kann die
Luft aus den Flaschen entweichen.

2.4.2. Herstellung Phosphatpuffer

PBS (pH=7,4)

Eine Phosphatpuffertablette wird in 200 ml destillierten Wasser gelést und durchmischt.
Der Puffer wird jedes Monat frisch hergestellt.

2.5. Esterasemodell

2.5.1. Probenvorbereitung

2.5.1.1. Herstellung der Stammlésungen

Stammldsung SL 22

Es wird eine Stammldsung mit einer Konzentration von 1 mg/ml hergestellt. Dazu wird

1 mg SL 22 in ein Eppendorf Gefald eingewogen und in 1 ml DMSO 100% gel6st. Danach
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wird die Lésung am Vortex durchmischt. Das Eppendorfgefa? wird anschlieRend mit

Alufolie umwickelt, da moglicherweise eine Lichtempfindlichkeit der Substanz vorliegt.

Stammldsung CES

Auch hierfir wird eine Konzentration von 1 mg/ml bendtigt, wodurch man wiederum 1 mg
CES in ein Eppendorfgefald einwiegt, danach wird 1 ml PBS hinzugefugt. Diese Lésung

wird wieder homogenisiert.

Stammloésung SL 11

Fur die Eichgerade wird eine 1 mg/ml Losung von SL 11 hergestellt. 1 mg der Substanz
werden in 1 ml DMSO 100% geldst und mit dem Vortex durchmischt. Auch hier ist ein

Lichtschutz mit Hilfe von Alufolie erforderlich.

2.5.1.2. Berechnung der einzusetzenden Mengen

Die Berechnung erfolgte mit einem so genannten ,Calculator*
BEZOGEN AUF EIN VOLUMEN VON 1.00 ML

gewuinschte
Reaktand Volumen [ul] Dimension KONZ.
bzw. Aktivitat

Carboxylesterase 250 u/ml 5
20000 U / 1000 mg
EW: 1 mg/1 ml = 20 Units

MG198B

1000 pg/ml 10 pg/mi 10.0
1.0 pg/1 pl pmol 22.8
Na,HPO, pH=7.4 740 g 1.0
19/l mmol 7.1

Abb.4: Caclulator

In diesem ,Calculator” wird die verwendetet Menge Carboxylesterase und die eingesetzte
Substratmenge eingeben und somit wird die richtige Menge an PBS errechnet. Es wird
dabei auch die Substratkonzentration von pg/ml auf pmol umgerechnet.

Berechnung:

PBS= 1000 pl — Substratlésung pl — Esterase pl

pmol= Substratkonzentration pg * 1000 / MG (Molekulargewicht von SL 22=439 g/mol)
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Tab.7: Mengen der verwendeten Substanzen

Substrat [ul] Substrat [umol] Esterase [ul] PBS [ul]
10 22,8 250 740
20 45,6 250 730
40 91,1 250 710
80 182,2 250 670

120 273,3 250 630
300 683,3 250 450
450 1025 250 300
10 22,8 50 940
20 45,6 50 930
40 91,1 50 910
80 182,2 50 870
120 273,3 50 830
300 683,3 50 650
450 1025 50 500

e 1 mg/ml Enzym entspricht 20 Units
- 250 pl der Stammldésung entsprechen 5 Units
- 50 ul der Stammldésung entsprechen 1 Unit

2.5.2. Probendurchfihrung

2.5.2.1. Erstellung einer Eichgerade

Es werden funf Konzentrationen des Metaboliten SL 11 hergestellt. Folgende
Konzentrationen werden gewabhlt:

50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,125 pug/mi

Berechnung:
Stammlésung= 1 mg/ml

Verdinnung 1:20 = Konzentration von 50 pg/ml
1 Teil SL + 19 Teile PBS
100 pl SL + 1900 pl PBS

- vortexen
Fur die Herstellung der restlichen Konzentrationen wird von der jeweils vorangegangen

Konzentration eine 1:1 Verdunnung vorgenommen. Danach werden die jeweiligen

Verdinnungen in beschriftete HPLC Vials gefiillt und in den Autosampler gestellit.
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2.5.2.2. Mischung der Stammldsungen

Es werden die entsprechenden Mengen der CES-Losung sowie PBS mit Hilfe von
Eppendorf Pipetten in Eprouvetten gefugt. Danach pipettiert man die unterschiedlichen
Substratmengen in die vorgesehenen Reagenzglaser. Diese werden gevortext und
danach in einen Heizblock, welcher auf 37°C temperiert ist, gestellt. Die Eprouvetten
werden danach mit einem Parafilm verschlossen um den Inhalt vor &ul3eren

Kontaminationen zu schiitzen.

Abb.5: Vortex Abb.6: Heizblock

2.5.2.3. Probenentnahme und Proteinfallung

Es werden folgende Zeitpunkte gewahilt:

0 min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, zum Teil 90 min, 120 min und 180 min

Zu den jeweiligen Zeitpunkten werden von jeder Eprouvette, mit Hilfe von Eppendorf
Pipetten, 100 pl Probe enthommen und in ein Eppendorfgefald pipettiert. Danach werden
100 uIl ACN zugefugt und der Inhalt nun am Vortex durchmischt. Dadurch wird die

Reaktion gestoppt und die Proteine gefallt.

Abb.7: Probenentnahme Abb.8: Probenpipettierung in Eppendorfgefal
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2.5.2.4. Zentrifugation und Befullung der HPLC Vials

AnschlielRend werden die Proben bei 7000 U/min 5 min zentrifugiert. Dadurch setzen sich
die vorher geféllten Proteine ab und dariiber bildet sich ein klarer Uberstand.

Mit einer Pasteurpipette wird nun diese klare Lésung in HPLC Mikroeinsatze, bis zur
blauen Welle, gefullt. Diese werden danach in die beschrifteten HPLC Flaschchen
gegeben und mit einem so genannten Cap, mit Septum, verschlossen.

Die Verwendung der Mikroeinséatze ist hier essentiell, da es sich um sehr kleine Volumina
handelt die abgenommen werden muissen. Fur normale HPLC Vials waren diese Mengen

zu klein und die Injektionsnadel der HPLC kdnnte nicht genug Flissigkeit entnehmen.

Abb.10: Klarer Uberstand und Mikroeinsatz

Abb.11: Beschriftete HPLC Vials

2.6. Hepatozytenversuche

2.6.1. Probenvorbereitung

2.6.1.1. Vorbereitung der Sterilwerkbank

Da bei diesen Versuchen mit Hepatozyten gearbeitet wird, missen diese unter einer so
genannten sterilen Werkbank, auch Reinraumwerkbank genannt, stattfinden.

Durch den Luftstrom werden Kontaminationen so gering wie moglich gehalten. Dies ist
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sehr wichtig, da bereits kleine Verunreinigungen die Zellen téten kénnen.

Die Oberflache der Werkbank wird zuerst mit Alkohol 70% desinfiziert. Anschliel3end
werden alle Gefalie, die unter der Werkbank benétigt werden, ebenfalls desinfiziert und
hergerichtet.

Abb.12: Sterilwerkbank

2.6.1.2. Herstellung des Williams Medium E

Das Williams Medium E wird mit 20 ml Hepatozyten Maintenance und 5 pl Dexamethason
versetzt. Das Medium ist nun im Kihlschrank fir ein Monat haltbar. Es dient zu Erhaltung
der lebenden Zellen. Vor dem Versuch muss es fur 2 h im Wasserbad bei 37°C erwarmt

werden.

Abb.13: Wasserbad

2.6.1.3. Herstellung der Stammlésungen und Verdinnungen

SL11

Es werden folgende Konzentrationen hergestellt:

Stock Solution 30 mmol, 200 pmol, 100 pmol, 50 pmol

Fur eine Losung mit einer Konzentration von 30 mmol werden 11,85 mg SL 11 in ein
Eppendorfgefal eingewogen und in 990 ul DMSO 100% gel6st. Um eine Konzentration
von 200 pmol zu erhalten werden 11920 ul WME in ein Tube vorgelegt und 80 ul der

Stock Solution, mit Hilfe einer Eppendorf Pipette, zugeflgt. Das Tube wird verschlossen
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und geschittelt um eine homogene Ldsung zu erhalten. Fir die beiden weiteren
Konzentrationen wird nun eine 1:1 Verdinnung vorgenommen, wobei 6 ml WME in ein
neues Tube vorgelegt und 6 ml der vorangegangenen Verdiinnung hinzugefiigt werden.
Hierfur wird, vor allem fir die grof3eren Volumina, eine automatische Pipette verwendet.

Zwischen den Verdiinnungen muss eine Durchmischung der Lésungen erfolgen.

Berechnung: MG=395

1 mol=395 g/l 30 mmol...... 1200 pl
30 mmol=11850 mg/I 0,2 mmol...... 80 ul

— 11,85 mg/mi —» 80 ul Stock Solution + 1920 ul WME
Testosteron

Auch fur Testosteron wird eine Stock Solution mit 30 mmol, sowie zwei weitere
Konzentrationen mit 100 pmol und 200 umol hergestellt.

Fur die Stock Solution werden 8,65 mg Testosteron in ein Eppendorfgefal3 eingewogen
und danach mit 991 yl DMSO 100% versetzt. Die Herstellung der 200 pmol Ldsung
erfolgt, indem 5960 ml WME in ein Tube vorgelegt und mit 40 pl Stock Solution versetzt
werden. Fur die nachste Konzentration von 100 pumol resultiert eine 1:1 Verdinnung der
200 pmol Losung. Wiederum ist auf eine Homogenisierung der Lésungen zu achten.

Berechnungen: MG=288,42

1 mol=288,42 g/l 30 mmol....... 6000 pl
30 mmol=8652,6 mg/I 0,2 mmol...... 40 ul
—» 8,65 mg/mi —» 40 pl Stock Solution + 5960 ul WME

Abb.14: Herstellung der Verdiinnungsreihe
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2.6.1.4. Vorbereitung der Hepatozyten

Die Hepatozyten befinden sich in flissigem Stickstoff. Daher werden die Zellen zu Beginn
des Versuchs in einem 37 Grad warmen Wasserbad fur 2 min aufgetaut. Danach werden
die Zellen in das sogenannte CHRM (=Recovery Medium), welches fir 2 h auf 37 Grad
erwarmt wurde, durch handisches umschitten, dbergefiihrt. Um mdoglichst alle
Hepatozyten zu erhalten, wird mit 1 ml CHRM nachgespult. Nun werden die Zellen, durch
umschwenken, im Medium homogenisiert und anschlieBend fur 10 min bei 750 U/min
zentrifugiert. Durch die Zentrifugalkraft werden die Zellen nach unten geschleudert und
das Recovery Medium kann somit entsorgt werden. Damit die Hepatozyten weiter
Uberleben kénnen muss nun wieder Flussigkeit zugefligt werden, hierfir wird das WME

verwendet. Es wird 1 ml WME pro 1 Million Zellen zugeflgt.

2.6.1.5. Zellen zahlen

Fur die Zellzahlung missen 100 ul der Zellsuspension mit 700 pl Medium und 200 pl
Trypanblue 0,4% versetzt und anschlieend durchmischt werden. Davon werden nun
10 pl entnommen und in Z&hlkammern, woriber sich ein Deckglas befindet, pipettiert.
Durch die Farbung mit Trypanblau konnen tote von lebenden Zellen unterschieden
werden. Lebende Zellen werden nicht gefarbt, da sie den Farbstoff wieder aus der Zelle
hinaus transportieren kénnen. Tote Zellen hingegen nehmen den Farbstoff auf und sind
daher dunkelblau unter dem Mikroskop erkennbar. [20]

Es werden auf jeder Seite 3 Quadrate gezéahlt und der Durchschnitt gebildet, wobei die

auf den Randern liegenden Zellen pro Quadrat nur auf zwei Seiten ausgezahlt werden.

Berechnungen:
Viability=(Lebende Zellen pro Quadrat / Gesamtzahl der Zellen)*100

Zellen pro ml= lebende Zellen pro Quadrat*Dilutionsfaktor 10*10000

Die Viabilitat sollte dabei mindestens 80% betragen. Dann kann eine gentigend hohe

Anzahl lebender Zellen fiir ein reproduzierbares Ergebnis gewahrleistet werden.

mannliche Hepatozyten weibliche Hepatozyten
3450000 Zellen/ml 2975000 Zellen/ml
Viability=89.6% Viability=95,97%
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2.6.2. Probendurchfihrung

2.6.2.1. Erstellung einer Eichgerade

Fur die Eichgerade werden die zuvor hergestellten Verdinnungen der Stammldsung von
SL 11 verwendet. Dazu werden 500 pul der jeweiligen Konzentration mit 500 pl PBS in ein
Eppendorfgefald pipettiert und anschlieRend am Vortex durchmischt. Somit liegt eine 1:1
Verdinnung vor und man erhdlt drei Lé6sungen mit 25, 50 und 100 pmol.

2.6.2.2. Metabolische Stabilitat nach Invitrogen

Bei der Versuchsdurchfiihrung wird nach den Angaben von Invitrogen — Life Technologies
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) gearbeitet.

Die Prufung der metabolischen Stabilitdt wird mit einer 12-well-plate durchgefiihrt. Es
werden 500 pl der jeweiligen Konzentration von SL 11 und 500 pl Zellsuspension laut
Pipettierschema zugefligt.

Fur die negativ Kontrolle mit toten Zellen missen diese zuvor in ein Eppendorfgefald
Ubergefiihrt werden und 5 min in einem mindestens 50°C heiBem Wasserbad erhitzt
werden. Somit werden die Zellen abgetétet und die enzymatischen Reaktionen gestoppt.
Danach werden die Zellen und 500 ul WME in den vorhergesehenen Bereich pipettiert.
Fur die negativ Kontrolle mit lebenden Zellen werden 500 pl der Zellsuspension und
500 ul WME verwendet.

Es wurde nach folgendem Pipettierschema gearbeitet:

Tab.8: Pipettierschema fiir metabolische Stabilitat

Hep + SL11 50 pmol
25 pmol*

Hep + SL11 50 pmol
25 umol*

Hep + Tes 100 umol
50 umol*

Hep + SL11 100 pmol
50 pumol*

Hep + SL11 100 pmol
50 pmol*

Hep + Tes 200 umol
100 pmol*

Hep + SL11 200 pmol
100 pmol*

Hep + SL11 200 pmol
100 pmol*

neg. Kontrolle lebend

neg. Kontrolle tot

* Die Hepatozytensuspension (=Hep) und die jeweilige Konzentration der gelésten Substanz
(=SL 11) werden in einem Verhéltnis von 1:1 zugegeben. Wodurch man davon ausgehen kann,
dass die Substanz wiederum dementsprechend verdinnt wird.

Zusatzlich werden auch zwei Konzentrationen Testosteron (=Tes) mit den Hepatozyten versetzt,

bei welchen dieselbe Verdinnung vorliegt.
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2.6.2.3. Leerwerte

Nach demselben Pipettierschema werden auch Leerwerteproben durchgefiinrt. Dies
bedeutet, dass anstelle der Hepatozyten 500 ul WME zugegegeben werden. Somit kann
der Abbau der Substanz auch ohne Zellen beurteilt werden. Daraus ergibt sich eine
gewisse Instabilitat von SL 11.

2.6.2.4. Probenentnahme und Proteinfallung

Zwischen den Abnahmezeitpunkten wird die Platte in einen Inkubator, der auf 37°C
temperiert ist, gestellt. Dies ist wesentlich um fur die Zellen Korpertemperatur zu
simulieren. Vor jeder Probenentnahme muss die Platte gut geschwenkt werden, da sich
die Hepatozyten unten absetzen, zudem erfolgt dadurch eine gute Durchmischung.

Die Probenentnahme wird zu folgenden Zeiten durchgefihrt:

0 min, 15 min, 30 min, 60 min, 120 min, 180 min, 240 min, 300 min und teilweise 24 h

Zu den jeweiligen Zeitpunkten werden aus jedem well 80 pl in ein Eppendorfgefald
pipettiert, dabei wird die Pipettenspitze im Gefald abgeworfen. Nun kann man die Arbeit
aulRerhalb der sterilen Werkbank weiterfiihren, da die Zellen anschlieRend getotet
werden. In jedes Eppendorfgefa3 werden 80 ul ACN zugefligt um die Reaktion zu
stoppen.

Abb.15: Probenentnahme aus 12-well-plate

2.6.2.5. Zentrifugation und Beflllung der HPLC Vials

Die Proben werden nun bei 12000 U/min fir 5 min zentrifugiert. Wie bereits beim
Esterasemodell erwahnt, wird auch hier der dadurch entstehende klare Uberstand
entnommen und in Mikroeinsatze pipettiert. Diese werden wieder in HPLC Vials
Ubergefiihrt und verschlossen.
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2.7. Analyseverfahren HPLC

Abb.16: HPLC 4 System: VWR Hitachi

Die Probenanalyse erfolgt mit Hilfe der High Performance Liquid Chromatographie. Durch

die entstehenden Peaks kdnnen qualitative wie auch quantitative Aussagen getroffen

werden. Dabei ist die Elutionszeit ein Charakteristikum fiir jede Substanz. Die Flache und

Hohe der Peaks spiegelt die Menge der jeweiligen Substanz wieder. Bei der verwendeten

Probenanalyse handelt es sich um eine Umkehrphasen-Chromatographie. Dies bedeutet,

dass mit einer apolaren stationaren und mit einer polaren mobilen Phase gearbeitet wird.

Somit werden apolare Substanzen spater eluiert als polare. Fir die Analyse der Proben
wird eine Gradientenelution durchgefiihrt. Somit andert sich die Zusammensetzung der

mobilen Phase mit der Zeit. Dadurch verandert sich die Polaritat des Eluenten und damit

die Wechselwirkungen zwischen stationéarer und mobiler Phase. [21] [22]

Tab.9: Parameter der HPLC 4

HPLC-Anlage Merck VWR HITACHI Chromaster

Vorsaule Nuklesoil LiChrospher 100 RP-18, 5 um,
LiChroCART Merck Hitachi

Trennséaule Zorbax Eclipse XDB-C8, 250 x 4,6 mm ID

5 um, Agilent Technogies

Autosampler

5210, Temperatur 16°C

Injektionsvolumen 40 pl

Colum Oven 5310, Temperatur 36°C
Pumpe 5110

Druck 28 bar

UV Detektor 5410

Wellenlange 235/270 nm
Analysezeit 42/45 min

Flussrate 0,5 ml/min

PC HP Compaq LA1951g
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Auswertung

3.1.1. Allgemeine Erklarungen Michaelis-Menten-Kinetik

Mit Hilfe der Michaelis-Menten-Kinetik kann Vmax und Km ermittelt werden. Hierfir wurde
ein Versuch mit 5 Units Carboxylesterase sowie ein Versuch mit 1 Unit Enzym
durchgefuhrt. Wobei jeder Ansatz bei zwei Wellenl&angen detektiert wurde. Innerhalb eines
Versuchs  wird dieselbe Enzymkonzentration beibehalten  wahrend die
Substratkonzentration immer weiter erhéht wird. Fir die Berechnung der Konzentrationen

des Metaboliten ist eine Eichgerade notwendig.

Eichgerade Metaboit SL11 Eichgerade Metabolit SL 11
10004 1000+
— 7,9 pmol — 7,9 pmol
) — 15,8 umol — 15,8 umol
800 Metabolit SL 11 — 31,6 umol 800 Metabolit SL 11 — 31,6 pumol
— 63,3 umol — 63,3 umol
— 126,6 umol —
s 6001 o s 6001 126,6 pmol
£ E
g 4
2 4001 2 400
200+ ‘__A—_—/f\ 200+
0 __NLJ~_/’N¢—_—‘ o4
" T T T T T T T T ) " T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 10 12 14 16 18
time [min] time [min]

Abb.17: Chromatogramme der Eichgerade von SL 11

Die Analysezeit betragt bei diesen Versuchen 42/45 min. Allerdings wird im Folgenden auf
die Darstellung des gesamten Chromatogramms verzichtet, um eine bessere

Veranschaulichung der wesentlichen Peaks zu ermdglichen.

Fur die Erstellung der Eichgerade werden die eingesetzten Konzentrationen gegen die
Peakflachen aufgetragen und eine lineare Regression durchgefihrt.

Eichgerade Metabolit SL 11

5000+

4000

3000+

area

2000+

1000+

T T T T T l
0 25 50 75 100 125 150
Metabolit [umol]

Abb.18: Eichgerade SL 11
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Anschlieend kann die Steigung (=k) der Gerade ermittelt werden.

Mit Hilfe der Geradengleichung kdnnen die pmol des Metaboliten berechnet werden. Fur y
wird die Peakflache des Metaboliten eingesetzt und x bezieht sich auf die zu ermittelnden
pmol, d ist dabei Null.

area=k*umol+0

pmol=area/k

Die daraus errechneten Konzentrationen werden anschlieBend gegen die Zeit
aufgetragen und eine lineare Regression durchgefihrt. Hieraus sollte ein ,Facher”
resultieren, der die Geraden zu den unterschiedlichen Konzentrationen zeigt. Fir die
weitere Berechnung werden von den ermittelten umol die Logarithmen und anschlie3end
wieder eine lineare Regression berechnet. Daraus ergeben sich nun die verschiedenen Kk,
die fur die Erstellung der Michaelis-Menten-Kinetik notwendig sind. Zum Schluss werden
die eingesetzten Substratkonzentrationen in umol gegen die unterschiedlichen k-Werte
aufgetragen und anschlieBend der Michaelis-Menten-Graph ermittelt. (siehe Ergebnisteil
S 30, 31, 35, 36)

3.1.2. Erstellung der Michaelis-Menten-Kinetik
Die folgenden Graphen zeigen die Geraden der errechneten Konzentrationen und den
damit resultierenden Facher. Weiters wird die lineare Regression der Logarithmen

dargestellt, aus welchen die Steigung fir die Michaelis-Menten- Kinetik ermittelt wird.
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Metabolit [umol]

Abb.19: Lineare Regression der errechneten Konzentrationen und Logarithmen, 5 Units 235/270 nm
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Abb.20: Lineare Regression der errechneten Konzentrationen und Logarithmen, 1 Unit 235/270 nm
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3.1.3. Allgemeine Berechnungen der Hepatozytenversuche

Im Zuge der Versuchsreihne mit den Hepatozyten wurden auch Leerwertproben
durchgefiihrt und 100% Werte ermittelt. Dadurch kdnnen die unterschiedlichen
Stabilitaiten bzw. Instabilititen sowie die metabolische Umsetzung berechnet werden.
(berechnete Werte siehe Ergebnisteil S38 ff.)

In jeder Konzentration von SL 11 wird mit einem Doppelansatz gearbeitet. Daher werden
fur die Berechnungen die Mittelwerte herangezogen.

Substanzinstabilitt:

Substanzinstabilitdt = Peakflache der Eichgerade — Peakflache des Leerwerts
Danach werden mit Hilfe einer Schlussrechnung die Prozente errechnet, wobei die
Peakflachen der Eichgerade die 100% Werte darstellen.

Metabolische Stabilitat

Diese bezieht sich auf die Menge von SL 11, welche nach der Zugabe der Hepatozyten
noch vorhanden also stabil ist.

Wiederum kann mit einer Schlussrechnung die metabolische Stabilitdt prozentuell
ermittelt werden, wobei auch hier die Peakflachen der Eichgerade als 100%-Werte

angenommen werden.

Metabolische Umsetzung

Metabolische Umsetzung = Substanzstabilitat — metabolische Stabilitét

oder

Metabolische Umsetzung = metabolische Instabilitdt — Substanzinstabilitét

Diese bezieht sich nun auf die Menge von SL 11, die unter der Berlicksichtigung der

Substanzinstabilitdt, enzymatisch umgesetzt wird.
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3.2. Ergebnisse Esterase
3.2.1. Metabolisierung SL 22

Die Versuche mit porciner Carboxylesterase wurden mit SL 22 durchgefiihrt. Bereits beim
ersten Versuch zeigte sich, dass SL 22 zu SL 11 metabolisiert wird.

Metabolisierung SL 22

800+
— 0 min
— 10 min
600+ SL11 — 30 min
— 60 min
> — 120 min
£,
n 4004
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<
200+ SL 22
0- /\
I T T T T T T T T T T T 1
12 13 14 15 16 17 18
time [min]
Metabolisierung SL 22
-~ S| 22
-& Met_14.2 min
5000 -+ SL11
% Summe
4000+

0

; o ; ; O ; ; ; ;
0 30 60 90 1
time [min]

Abb.21: Darstellungen der Metabolisierung von SL 22
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Die Retentionszeit von SL 22 findet sich bei 16.5 min, wobei SL 11 eine Retentionszeit
von 14.4 min aufweist. Dies wurde zuvor mit Hilfe eins Standards der jeweiligen Substanz
festgestellt. Dabei wurden immer dieselbe HPLC sowie dieselben Eluenten verwendet.
Anhand der Chromatogramme und der Peakflachen wird nun deutlich, dass SL 22 sehr
rasch abgebaut und SL 11 gebildet wird. Somit stellt SL 22 ein Prodrug dar, welches
durch enzymatische Umwandlung zu SL 11 aktiviert wird.

Diese Aussage wurde auch durch eine Massenspektrometrie der Firma Sealife Pharma
GmbH bestéatigt. Welche eindeutig feststellen konnte, dass es sich bei der vorgefunden
Verbindung tatsachlich um SL 11 handelt.

Zusatzlich wird noch ein weiterer Metabolit gebildet. Wobei sich bei den
Hepatozytenversuchen herausstellte, dass es sich bei dem sogenannten
14.2 Metaboliten auch um ein Umlagerungs- bzw. Zerfallsprodukt von SL 11 handeln

konnte.

SL 22 Ubergangszustand SL 11

Abb.22: Chemische Darstellung der Metabolisierung von SL 22

Chemisch betrachtet wird im Zuge der Metabolisierung der Acetatrest von SL 22
abgespalten wodurch ein Hydrochinon entsteht. Dieses stellt jedoch nur einen

Ubergangszustand dar und wird folglich zu SL 11 oxidiert.

3.2.2. Michaelis-Menten-Kinetik

Im Sinne der Michaelis-Menten-Kinetik weisen Enzyme nach einer gewissen
Konzentration eine Sattigung auf. Dadurch kann auch bei weiterer Substraterh6hung
keine Produkterh6hung mehr erzielt werden. [18] Dies kann bei den folgenden Versuchen

beobachtet und naher erlautert werden.
3.2.2.1. 5 Units

Mit Hilfe von ausgewahlten Chromatogrammen und graphischen Darstellungen soll die

Enzymsattigung und somit die entstehende Michaelis-Menten-Kinetik verdeutlicht werden.

27



5 Units 235 nm: 91,1 umol
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Abb.23: Chromatogramme des 5 Units Versuchs bei 235 nm bei drei Konzentrationen
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5 Units 235 nm: 91,1 pmol
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Abb.24: Graphische Darstellungen des 5 Units Versuches bei 235 nm bei drei Konzentrationen
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Anhand dieser Abbildungen zeigt sich, dass bei einer niedrigen Konzentration von
91.1 pmol SL 22 bereits nach 10 min abgebaut und immer mehr SL 11 gebildet wird. Es
handelt sich um eine Reaktion, die nach erster Ordnung ablauft. Betrachtet man nun die
Darstellungen bei 683,4 umol, wird eine beginnende Sattigung ersichtlich. SL 22 fallt
langsamer ab, es wird also nicht mehr so schnell umgesetzt. Dadurch steigt das Produkt
SL 11 mit der Zeit auch nur langsam an. Bei dieser Konzentration findet bereits eine
Konkurrenz der Substratmolekile um freie Enzymmolekile statt. Die Konzentration von
1025 pmol fuhrt zu einer Enzymsattigung. SL 22 wird kaum enzymatisch umgesetzt,
wodurch  SL11 auch nur in sehr geringen Mengen gebildet wird. Die
Reaktionsgeschwindigkeit kann also nicht weiter erhéht werden, somit liegt eine Reaktion
nullter Ordnung vor. Die Probendurchfiihrung mit steigenden Substratkonzentrationen
zeigt ein biphaschisches System auf, wodurch eine Michaelis-Menten-Kinetik berechnet

werden kann.

Detektion bei 235 nm: Michaelis-Menten-Graph

5 Units 235 nm: Michaelis-Menten-Graph
0.015-

Vmax= 0,01137
Km=59,51

0.0107 Tab.10: Daten Menten Kinetik

=
E Michaelis-Menten-Kinetik
© Substrat kmet
% [umol] [umol/min]
g 22,8 0,00920
=~ 45,6 0,00584
0.0054
91,1 0,00740
182,2 0,00850
273,3 0,01051
683,4 0,01008
1025 0,01005
0.000 T T 1
0 500 1000 1500

Substrat [umol]

Abb.25: Michaelis-Menten-Graph 5 Units 235 nm

30



Tab.11: Best fit values Michaelis-Menten-Kinetik 5 Units 235 nm

Michaelis-Menten-Kinetik

Best-fit values Parameter Dimension
Vmax 0,01137| pmol/min*mg prot
Km 59,51 pgmol/min
Std. Error
Vmax 0,001037 pmol/min*mg prot
Km 21,9 umol/min
95% Confidence Intervals
Vmax 0,008709 to 0,01404 pmol/min*mg prot
Km 3,206 to 115,8 pgmol/min
Goodness of Fit
R square 0,8598
R 0,9273
Number of points
Analyzed | 7

Detektion bei 270 nm: Michaelis-Menten-Graph

kmet [umol/min]

0.015+

5 Units 270 nm: Michaelis-Menten-Graph

Km=80,63

Vmax= 0,01221

0.010+

0.005+

0.000

Tab.12: Daten Menten Kinetik

Michaelis-Menten-Kinetik
Substrat kmet

[umol] [umol/min]
22,8 0,00157
45,6 0,00500
91,1 0,00700
182,2 0,00800
273,3 0,00990
683,4 0,00970
1025 0,12200

T T T T T
0 500

Substrate [umol]

T
1000

Abb.26: Michaelis-Menten-Graph 5 Units 270 nm
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Tab.13: Best fit values Michaelis-Menten-Kinetik 5 Units 270 nm

Michaelis-Menten-Kinetik

Best-fit values Parameter Dimension
Vmax 0,01221| pmol/min*mg prot
Km 80,63 pgmol/min
Std. Error
Vmax 0,0008729 pmol/min*mg prot
Km 21,28 umol/min
95% Confidence Intervals
Vmax 0,009969 to 0,01446 pmol/min*mg prot
Km 25,9310 135,3 pmol/min
Goodness of Fit
R square 0,9385
R 0,9688
Number of points
Analyzed | 7 |

Die Michaeliskonstante bezieht sich auf jene Substratkonzentration, bei der die
halbmaximale Geschwindigkeit vorliegt. [18]

Der Mittelwert der beiden Detektionen ergibt ein Km von 70,07 pumol/min. Die
halbmaximale Geschwindigkeit bei einer Enzymkonzentration von 5 Units liegt daher bei
70,07 umol/min. Es zeigen sich bei beiden Detektionen ahnlichen Ergebnisse.

Wobei erwahnt werden muss, dass die Messung bei 270 nm wahrscheinlich genauere
Ergebnisse liefert, da es sich dabei um die, mit einem UV-Spektrum ermittelte,
Wellenlange von SL 11 handelt.

3.2.2.2. 1 Unit

Der Versuch mit nur 1Unit Carboxylesterase wurde mit denselben molaren
Konzentrationen durchgeftihrt. Dementsprechend konnte auch hier eine Sattigung erzielt
werden.

1 Unit 270 nm: 91,1 umol
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AUFS [mV]
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Abb.27: Chromatogramme des 1 Unit Versuches bei 270 nm bei drei Konzentrationen
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1 Unit: 270 nm: 91,1 pmol
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Abb.28: Graphische Darstellungen des 1 Unit Versuchs bei 270 nm bei drei Konzentrationen
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Auch bei einer geringen Enzymkonzentration von nur 1 Unit, wird die Sattigung erst bei
hohen molaren Konzentrationen erreicht. Es zeigt sich ein ahnliches Bild wie bei dem
Versuch, der mit 5 Units Carboxylesterase durchgefiihrt wurde. Eine beginnende
Enzymsattigung wird wieder bei 683,4 umol ersichtlich indem deutlich weniger SL 22
umgesetzt wird. Bei der hdchsten Konzentration von 1025 pmol findet kaum eine
metabolische Umsetzung statt. Somit liegt wiederum ein biphasisches System vor.

Detektion bei 235 nm: Michaelis-Menten-Graph

1 Unit 235 nm: Michaelis-Menten-Graph

0.030+4
0.025 .
R=0,7828
Vmax=0,01934
0.0207 Km=111,4
<
£ -
° Tab.14: Daten Menten Kinetik
g_O‘OlS' Michaelis-Menten-Kinetik
Zg Substrat kmet
S [umol] [umol/min]
= L]
0.010+4 e 22,8 0,0025
45,6 0,0073
o/* 91,1 0,0079
182,2 0,0103
0.005+4
273,3 0,0135
683,4 0,0247
1025 0,0111
0.000 T T 1
0 500 1000 1500

Substrat [umol]
Abb.29: Michaelis-Menten-Graph 1 Unit 235 nm

Tab.15: Best fit values der Michaelis-Menten-Kinetik 1 Unit 235 nm

Michaelis-Menten-Kinetik

Best-fit values Parameter Dimension
Vmax 0,01934| pmol/min*mg prot
Km 111,4 pmol/min
Std. Error
Vmax 0,004962 pmol/min*mg prot
Km 96,12 pmol/min
95% Confidence Intervals
Vmax 0,006580 to 0,03209 pmol/min*mg prot
Km 0,0 to 358,5 gmol/min
Goodness of Fit
R square 0,6128
R 0,7828
Number of points
Analyzed | 7
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Detektion bei 270 nm: Michaelis-Menten-Graph

1 Unit 270 nm: Michaelis-Menten-Graph
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% Tab.16: Daten Menten Kinetik
g_o,om- Michaelis-Menten-Kinetik
= . ° Substrat kmet
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Abb.30: Michaelis-Menten-Graph 1 Unit 270 nm

Tab.17: Best fit values der Michaelis-Menten-Kinetik 1 Unit 270 nm

Michaelis-Menten-Kinetik

Best-fit values Parameter Dimension
Vmax 0,01336| pmol/min*mg prot
Km 81,09 pmol/min
Std. Error
Vmax 0,002026 pmol/min*mg prot
Km 45,32 pmol/min
95% Confidence Intervals
Vmax 0,008156 to 0,01857 pmol/min*mg prot
Km 0,0to 197,6 pgmol/min
Goodness of Fit

R square 0,7898

R 0,8887

Number of points
Analyzed | 7 |

Wenn man den Mittelwert der beiden Detektionen bildet erhalt man ein Km von
96.25 pmol/min. Die halbmaximale Geschwindigkeit bei einer Enzymkonzentration von

1 Unit liegt nun also bei 96,25 pmol/min.

Im vorliegenden Versuch ist die Enzymkonzentration auf ein Funftel reduziert worden und

dennoch finden sich &hnliche Ergebnisse bezuglich Vmax und Km.
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Diese Ahnlichkeit beruht vor allem auf der Vermessung mit 270 nm. Hier erhalt man bei
1 Unit ein Km von 81,09 und bei 5 Units 80,63 pmol/min. Die Sattigung verlauft daher bei
hoher wie niedriger Enzymkonzentration anné&hernd gleich schnell mit einem Vmax von
0,01221 bzw. 0,01336 pmol/min*mg Protein.

Die Detektion bei 235 nm zeigt jedoch grofRere Unterschiede zwischen den beiden
Enzymkonzentrationen auf. Bei 5 Units konnte ein Km von 59,51 und bei 1 Unit von
111,4 umol/min berechnet werden. Dennoch sollte die Vermessung bei 270 nm etwas
starker gewichtet werden, da es sich hier wahrscheinlich um die genauere
Detektionsmethode handelt. Auch durch die Berechnung der Mittelwerte der beiden
Wellenlangen ist eine Ahnlichkeit erkennbar. Eine Enzymkonzentration von 5 Units weist

ein Km von 70,07 pmol/min und 1 Unit von 96,25 pumol/min auf.

3.2.2.3. Abbauprodukt bei 14,2 Minuten
Bezlglich der Bildung des moglichen Metaboliten mit einer Retentionszeit von 14,2 min
zeigt sich allerdings, dass dieser vermehrt bei den 5 Units Versuch auftritt. Dies kann

durch den direkten Vergleich der beiden Versuche gezeigt werden.

270 nm: Vergleich Met_14,2 min
5000+

-~ 91,1 pmol 5 Units
-= 683,4 pmol 5 Units
—— 91,1 pmol 1 Unit

4000 - 683,4 pmol 1 Unit

30004

area

20004

10004

T T T
0 50 100 150 200
time [min]

Abb.31: Vergleich der Verbindung mit RT 14,2 min bei 270 nm

Die graphische Darstellung verdeutlicht, dass bei einer Enzymkonzentration von 1 Unit
der mdgliche Metabolit, bei denselben Substratkonzentrationen, weniger stark ansteigt
und rascher abféllt. Dies zeigt sich auch bei der Messung bei 235 nm. Somit kdnnte die

Bildung dieser Verbindung von der Enzymkonzentration abh&ngig sein.
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3.3. Ergebnisse Hepatozyten
Bei diesen Versuchen wurde mit SL 11 gearbeitet, dessen Phase | und Il Metabolismus

genauer untersucht werden soll.

3.3.1. Substanzinstabilitat

Im Zuge der Versuchsreine mit den Hepatozyten wurden auch Leerwertproben
durchgefuhrt, bei welchen anstatt der Zellsuspension Medium zugefligt wurde. Daraus
ergibt sich eine Instabilitat von SL 11 unter den gegebenen Bedingungen.

Die Peakflachen, welche durch die Leerwerte ermittelt werden konnten, stellen nun jenen
Substanzanteil dar, der stabil ist. Bezogen werden diese Werte auf die der Eichgerade,
welche als 100%-Werte angenommen werden. Hierbei handelt es sich um Standards, die
in denselben Konzentrationen und mit demselben Medium hergestellt wurden. Bei diesen
erfolgte jedoch keine Behandlung in Warme und auch der Lichteinfluss war wesentlich
geringer.

Die Substanzinstabilitdt kann nun durch die Differenz zwischen 100%-Wert und Leerwert

dargestellt werden.

Tab.18: Peakflachen der Eichgerade
area Eichgerade

25 pmol 50 pmol 100 pmol
802,2 1745,5 3647,1

Eichgerade SL 11
500~

SL 11 — 25 pmol
400+ — 50 pmol

300+

AUFS [mV]

200+

100+
N SN

8 10 12 14 16 18
time [min]

Abb.32: Chromatogramm der Eichgerade
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Abb.33: Chromatogramme der Leerwerte bei einer Konzentration von 25 pmol

Tab.19: Peakflachen von SL 11 der Leerwerte

Tab.20: Substanzinstabilitat von SL 11

o area Leerwerte o Substanzinstabilitat [%)]
Zeit [min] Zeit [min]
25 pymol 50 pmol 100 pmol 25 pmol 50 pmol 100 pmol
0 438,6 781,4 1204,1 0 45,33 55,23 66,98
15 480,0 746,0 1529,6 15 40,16 57,26 58,06
30 446,3 792,1 1737,2 30 44,37 54,62 52,37
60 442,9 744,3 1445,0 60 44,79 57,36 60,38
120 417,3 708,7 1129,2 120 47,98 59,40 69,04
180 272,5 397,3 764,0 180 66,03 77,24 79,05
240 278,8 401,6 1029,5 240 65,25 76,99 71,77
300 311,1 382,4 931,7 300 61,22 78,09 74,45
1440 200,0 446,8 702,0 1440 75,07 74,40 80,75
100 25 umol: Vergleich 100% Wert und Leerwert
J— 0,
SL 11 100% Wgrt
— LW 60 min
80
S 60+
£
n
5
< 401
204
O_
8 10 12 14 16 18
time [min]

Abb.34: Vergleich von Eichgerade und Leerwert jeweils bei einer Konzentration von 25 pmol
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Der Leerwertpeak ist nun deutlich kleiner als der Eichgeradenpeak, bei derselben
Konzentration. Daher muss die Substanz unter den gegebenen Bedingungen instabil sein.
Bekraftigt wird diese Aussage auch durch die deutliche Entfarbung der geldsten
Substanz. Eine Losung von SL 11 in DMSO 100% wird je nach Konzentration mittel- bis
dunkelgelb, wobei die Substanz an sich bereits gelb ist. Nach langerem stehen lassen
unter UV-Licht kommt es zur kompletten Entféarbung der Losung, wahrend ein Lichtschutz

mit Hilfe von Alufolie die Farbe annahernd erhélt.

]

-
=
-

Abb.35: Farbe mit und ohne Lichtschutz, ca. eine Stunde nach Herstellung der Lésung

Bei der Durchfihrung der Versuche wurde jedoch verstarkt auf den Lichtschutz geachtet,
dennoch musste im Zuge der Probenvorbereitung und der Probenentnahme unter UV-
Licht gearbeitet werden. Mdglicherweise ist die Substanz instabil in der Warme von 37°
Grad, welche fiur die Inkubation benétigt wird. Ein weiterer Grund fir die bestehende
Instabilitat konnte auch sein, dass die Substanz an sich chemisch instabil ist.
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Abb.36: Instabilitat von SL 11

Bereits beim ersten Abnahmezeitpunkt, welcher sofort nach der Zugabe der einzelnen

Komponenten erfolgt, zeigt sich eine Instabilitat. Hier weist die héchste Konzentration von
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100 pmol die prozentuell groRte Instabilitdt auf. Wobei zu spateren Abnahmezeitpunkten
deutlich wird, dass sich die Werte zwischen 50 und 100 pmol anndhern. Schon nach
60 min weist SL 11 in einer Konzentration von 50 pmol eine Instabilitéat von 57% und bei
100 pmol eine von 60% auf. Nach 24 h sind bereits 75-80% der Substanz bei allen

Konzentrationen zerfallen.

3.3.2. Humane méannliche Hepatozyten

Zusétzlich zu den Proben mit SL 11 wurden auch zwei molare Konzentrationen von
Testosteron mit der Hepatozytensuspension versetzt. Dies dient zur Vergewisserung,
dass die angegebene Arbeitsweise funktioniert und Testosteron auch tatséchlich
metabolisiert wird. Zuséatzlich wurden bei diesem Versuch die Leerwertproben
durchgefuhrt, welche eine wichtige Grundlage fir die Berechnung der unterschiedlichen
Stabilitdten sowie der metabolischen Umsetzung darstellen.

Metabolische Stabilitdt Testosteron

Die metabolische Stabilitdt von Testosteron wird anhand der Konzentration von 50 pmol

dargestellt.

Tab.21: Metabolische Stabilitat Testosteron

L Testosteron 50 pmol
Zeit [min]
area %

0 143,9 98,23
15 104,2 71,13
30 86,2 58,84
60 86,3 58,91
120 29,8 20,34
180 0,0 0,00
240 0,0 0,00

Bei der Berechnung dient ein Testosteronstandard, welcher mit demselben Medium und
denselben molaren Konzentration hergestellt wurde, als 100% Wert. Die Peakflache
betragt 146,5.
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Metabolische Stabilitat Testosteron 50 pmol
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Abb.37: Enzymatischer Abbau von Testosteron in humanen ménnlichen Hepatozyten

Somit kann bewiesen werden, dass das durchgefiihrte Zellsystem funktioniert. Der
Testosteronpeak wird mit der Zeit immer kleiner und bezlglich der metabolischen
Stabilitat findet sich eine abfallende Kurve. Also wird Testostern nach der Zeit immer
weiter enzymatisch abgebaut. Bereits nach drei Stunden wurde Testosteron vollstandig
durch die Hepatozyten umgesetzt. Dieses Ergebnis stimmt auch mit der bereits

vorhandenen Literatur Uberein.
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Uberblick Substanzinstabilitat, metabolische Stabilitdt und metabolische Umsetzung
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Abb.38: Vergleich SL 11: Eichgerade, Leerwerte und ménnlichen Hepatozyten in drei Konzentrationen



SL 11 weist eine grof3e Instabilitat auf, dennoch erfolgt eine weitere Substanzabnahme
durch die Zugabe der Hepatozyten. Das kann bei allen molaren Konzentrationen
beobachtet werden. Die metabolische Stabilitat bezieht sich auf jene Menge der
Substanz, die trotz Hepatozytenzugabe noch vorhanden ist. Die Berechnung erfolgt im
Bezug auf die Eichgerade, welche als 100%-Wert dient. Dies wird hier durch die blaue
Linie dargestellt.

Die metabolische Umsetzung bezieht sich auf die Differenz zwischen den Peakflachen
der Leerwerte und der Hepatozyten. Das ist jener Teil der, unter Berlcksichtigung der

Substanzinstabilitat, tatséchlich mit Hilfe von Enzymen abgebaut wird.

Metabolische Stabilitat

Tab.22: Peakldchen von SL 11 Tab.23: Metabolische Stabilitat von SL 11
o area Hepatozyten o Metabolische Stabilitat [%]
Zeit [min] Zeit [min]
25 pymol 50 pmol 100 pmol 25 pmol 50 pmol 100 pmol
0 2514 436,3 950,5 0 31,34 25,00 26,06
15 190,9 400,9 877,9 15 23,80 22,97 24,07
30 205,1 401,2 971,6 30 25,57 22,98 26,64
60 163,8 339,5 808,2 60 20,42 19,45 22,16
120 111,0 340,9 743,9 120 13,84 19,53 20,40
180 87,3 267,1 655,7 180 10,88 15,30 17,98
240 78,7 204,6 627,2 240 9,81 11,72 17,20
300 65,1 185,6 856,8 300 8,12 10,63 23,49
1440 5,0 21,9 576,2 1440 0,62 1,25 15,80

Metabolische Stabilitat von SL 11 der humanen méannlichen Hepatozyten
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Abb.39: Metabolische Stabilitat von SL 11 der humanen ménnlichen Hepatozyten
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Die Metabolische Stabilitat ist sehr gering und liegt bereits bei der ersten
Probenentnahme nur mehr zwischen 25 und 31%. Nach fiinf Stunden sind nur mehr ca.
10% der ursprunglichen Substanzmenge vorhanden.

Die grof3te metabolische Stabilitat zeigt sich bei einer Konzentration von 100 pmol. Dies
ist aber auf eine Enzymsattigung zurickzufihren. Das System verlauft also biphasisch.
Die Kurve nimmt nicht mehr ab, da die Enzyme bereits geséttigt sind und somit kann kein

weiterer enzymatischer Abbau von SL 11 erfolgen.

Metabolische Umsetzung

Tab.24: Metabolische Umsetzung von SL 11

o Metabolische Umsetzung [%]
Zeit [min]
25 pmol 50 pmol 100 pmol
0 23,34 19,77 6,95
15 36,04 19,77 17,87
30 30,07 22,39 20,99
60 34,79 23,19 17,46
120 38,18 21,07 10,56
180 23,09 7,46 2,97
240 24,94 11,29 11,03
300 30,67 11,27 2,05
1440 24,31 24,34 3,45

Metabolische Umsetzung von SL 11 der humanen ménnlichen Hepatozyten
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Abb.40: Metabolische Umsetzung von SL 11 der humanen mannlichen Hepatozyten
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Bei einer Konzentration von 25 pmol wird am meisten SL 11 metabolisch umgesetzt. Im
Vergleich mit der 100 pmol Losung muss aber wieder die Enzymsattigung bertcksichtig
werden, wodurch die Metabolisierung nattrlich geringer ist. Dennoch betragt die
metabolische Umsetzung nie mehr als 40%, da der restliche Abbau von SL 11

wahrscheinlich auf Umlagerungs- bzw. Zerfallsprozesse zurtickzufiihren ist.

Abbauprodukte von SL 11
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Abb.41:Entstehende Verbindungen durch den Abbau von SL 11 der humanen ménnlichen Hepatozyten
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Durch den Vergleich der Chromatogramme der Leewerte und jener Proben welche mit
Hepatozyten durchgefuhrt wurden, wird deutlich, dass diese dasselbe Peakmuster
aufzeigen. Die Peaks unterscheiden sich nicht in der Retentionszeit jedoch in ihrer Hohe.
Es treten also quantitative Unterschiede auf, jedoch keine qualitativen. Somit werden im
Zuge der Metabolisierung keine neuen Verbindungen gebildet. Daher handelt es sich
zumindest teilweise um nicht enzymatische Umlagerungs- oder Zerfallsprozesse von

SL 11. Wobei enzymatische Aktivitat auch vorhanden sein muss, da Unterschiede
zwischen Leerwertproben und Hepatozyten vorhanden sind.

In den Proben finden sich vor allem finf verschiedene Verbindungen, bei den

Retentionszeiten von 10,6; 12,1; 12,7; 13,0; 14,2 min. SL 11 weist eine Retentionszeit von
14,4 min auf.

25 pmol RT 10,6 min humane mannliche Hepatozyten 50 pmol RT 10,6 min humane mannliche Hepatozyten
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Abb.42: Retentionszeit 10,6 min bei drei Konzentrationen der humanen mannlichen Hepatozyten

Die Verbindung mit einer Retentionszeit bei 10,6 min ist Uber einen Zeitraum von 5 h
relativ konstant vorhanden. Nach 24 h zeigt sich bei 25 und 100 pmol nochmals ein
weiterer Anstieg. Zwischen Leerwerten und Hepatozyten finden sich keine wesentlichen

Unterschiede beziglich der Mengen. Wodurch es sich hier eher um ein Umlagerungs-
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oder Zerfallsprodukt von SL 11 handeln koénnte, da sich auch durch Zugabe der

Hepatozyten kaum eine Veranderung zeigt.

25 pymol RT 12,1 min humane mannliche Hepatozyten 50 umol RT 12,1 min humane méannliche Hepatozyten
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Abb.43: Retentionszeit 12,1 min bei drei Konzentrationen der humanen mannlichen Hepatozyten

Eine weitere Verbindung ist jene die eine Retentionszeit von 12,1 min aufweist. Diese wird
in wesentlich kleineren Mengen gebildet, als die bei 10,6 min. Hier zeigt sich allerdings bei
allen drei Konzentrationen ein stetiger Anstieg Uber den gesamten Zeitraum. Zudem wird
durch die Zugabe der Hepatozyten wesentlich mehr gebildet als bei den Leerwertproben.
Somit wird im Zuge der metabolischen Aktivitat diese Verbindung verstarkt gebildet.
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25 pmol RT 12,7 min humane méannliche Hepatozyten
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Abb.44: Retentionszeit 12,7 min bei drei Konzentrationen der humanen mannlichen Hepatozyten

Ein weiterer Peak im Chromatogramm findet sich bei 12,7 min. In den ersten 120 min
kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg, die darauf folgenenden 180 min verhalt sich
die Verbindung eher konstant. Nach 24 h zeigt sich vor allem bei einer Konzentration von
25 und 100 pmol ein weiterer Anstieg. Wiederum wird durch die Hepatozyten mehr dieser

Verbindung gebildet, wodurch der Einfluss der Enzyme von Bedeutung ist.
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100 umol RT 13,0 min humane ménnliche Hepatozyten
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Abb.45: Retentionszeit 13,0 min bei drei Konzentrationen der humanen méannlichen Hepatozyten

Auch das Abbauprodukt bei 13,0 min steigt bei allen Konzentrationen mit der Zeit an.
Allerdings weisen die Leerwerte bei 25 pmol hohere Peakflachen dieser Verbindung auf.
Wobei es sich dabei nur um sehr geringe Unterschiede handelt. Diese kdnnen aber auch
auf die moglichen Schwankungen, welche sich durch die praktische Arbeit mit
biologischen Systemen ergeben kénnen, zurtickzufiihren sein. Bei den andern beiden
Konzentrationen wird jedoch diese Verbindung durch die Hepatozyten wieder verstarkt
gebildet. Somit wird wieder der enzymatische Einfluss ersichtlich.
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Abb.46: Retentionszeit 14,2 min bei drei Konzentrationen der humanen mannlichen Hepatozyten
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Die Proben mit den Hepatozyten weisen einen Doppelpeak auf. Dieser kann in eine
Retentionszeit von 14,4 min, dabei handelt es sich um SL 11, und in 14,2 min unterteilt
werden. Interessant ist jedoch, dass die Verbindung bei 14,2 min, bei einer Konzentration
von 25 pmol, bei den Leerwerten nicht immer gebildet wird. Bei Betrachtung der beiden
hoheren Konzentrationen findet sich allerdings wieder ein Doppelpeak bei den Leerwerten
und zudem ist dieser hoher als bei den Hepatozyten. Somit kdnnte es sein, dass bei
niedrigen Konzentrationen die Bildung dieses Umlagerungsprodukts mit Hilfe der Enzyme
gefordert wird und bei den héheren Konzentrationen bereits ein verstarkter Abbau dieser

Verbindung stattfindet.

3.3.3. Humane weibliche Hepatozyten

Der Versuch mit humanen weiblichen Hepatozyten wurde von meiner Kollegin Kritzinger
Daniela, Division fur Klinsiche Pharmazie und Diagnostik, im Sommersemester 2014
durchgefuhrt. Die Durchfihrung der Proben erfolgte in gleicher Weise. Es wurden
dieselben Konzentrationen, Medien, Losungsmittel, Eluenten sowie dieselbe HPLC
verwendet. Allerdings wurde ein anderer Abnahmezeitpunkt gewahlt. Statt eines 300 min

Wertes wurde die Probenentnahme nach 360 min durchgefihrt.

Uberblick Substanzinstabilitat, metabolische Stabilitdt und metabolische Umsetzung
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50 umol Vergleich: 100% Wert, Leerwert und humane weibliche Hepatozyten
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Abb.47: Vergleich SL 11: Eichgerade, Leerwerte und weibliche Hepatozyten in drei Konzentrationen

Im Vergleich mit den Leerwertproben zeigt sich auch bei den weiblichen Hepatozyten ein
ahnliches Bild. Auch hier wird nur ein kleiner Teil von SL 11 metabolisch umgesetzt, der
restliche Substanzabbau ist wiederum auf die Substanzinstabilitdt zurtickzufiihren. Die

Berechnungen erfolgen in gleicher Weise wie bei den mannlichen Hepatozyten.
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Metabolische Stabilitat

Tab.25: Peakflachen von SL 11

Tab.26: Metabolische Stabilitat von SL 11

o area Hepatozyten o Metabolische Stabilitat [%]
Zeit [min] Zeit [min]
25 pymol 50 pumol 100 pmol 25 pmol 50 pmol 100 pmol
0 171,6 362,9 827,6 0 21,39 20,79 22,69
15 137,5 302,7 746,1 15 17,14 17,34 20,46
30 132,0 213,2 806,3 30 16,45 12,21 22,11
60 90,5 236,4 648,6 60 11,28 13,54 17,78
120 46,4 151,9 563,8 120 5,78 8,70 15,46
180 31,1 98,9 480,3 180 3,88 5,67 13,17
240 23,2 65,0 426,5 240 2,89 3,72 11,69
360 15,1 50,9 410,4 360 1,88 2,91 11,25
1440 5,0 9,3 302,5 1440 0,62 0,53 8,29

%

Abb.48: Metabolische Stabilitdt von SL 11 der humanen weiblichen Hepatozyten

Metabolische Stabilitat von SL 11 der humanen weiblichen Hepatozyten
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Die metabolische Stabilitét betragt bereits nach der ersten Probenentnahme nur mehr 20-

23%. Bei 25 und 50 umol féllt die metabolische Stabilitat in den ersten sechs Stunden auf

2-3% weiter ab. Auch hier liegt ein biphasisches System vor. Die Konzentration mit

100 pmol zeigt keinen starken Abfall auf. Auch nach sechs Stunden sind noch 11,25% der

Substanz vorhanden. Jedoch kann das wiederum durch die Enzymséttigung erklart

werden.
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Metabolische Umsetzung

Tab.27: Metabolische Umsetzung von SL 11

o Metabolische Umsetzung [%]
Zeit [min]
25 pmol 50 pmol 100 pmol
0 33,28 23,98 10,32
15 42,70 25,40 21,48
30 39,18 33,17 25,52
60 43,94 29,10 21,84
120 46,24 31,90 15,50
180 30,09 17,09 7,78
240 31,86 19,28 16,53
360 36,90 18,99 14,29
1440 24,31 25,07 10,95

Metabolische Umsetzung von SL 11 der humanen weiblichen Hepatozyten
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Abb.49: Metabolische Umsetzung von SL 11 der humanen weiblichen Hepatozyten

Bei 25 pmol findet sich die héchste metabolische Umsetzung von SL 11. Allerdings muss
auch hier die Sattigung der Enzyme bei hohen Konzentrationen bertcksichtigt werden, so
dass demensprechend die metabolische Aktivitat bei 100 pmol geringer ist. Die
metabolische Umsetzung betragt maximal 46%, wobei die Substanzinstabilitaét und die

damit verbunden Abbauprozesse von SL 11 beriicksichtigt werden.
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Abbauprodukte von SL 11

25 umol humane weibliche Hepatozyten
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Abb.50: Entstehende Verbindungen durch den Abbau von SL 11 der humanen weiblichen Hepatozyten

Auch bei den weiblichen Hepatozyten treten keine neuen Verbindungen im Zuge der
Metabolisierung auf. Bei der Betrachtung des Chromatogramms Abb.50 muss darauf
Rucksicht genommen werden, dass es zu einer kleinen Verschiebung der Peaks
gekommen ist. Diese kdonnen dennoch eindeutig zugeordnet werden. Es finden sich
wieder dieselben Peaks wie in den Leerwertproben. Jedoch liegen auch hier quantitative
Unterschiede vor, wodurch unterschiedliche Mengen der einzelnen Verbindungen
nachgewiesen werden koénnen. Dadurch kann der Abbau von SL 11 wiederum auf

Umlagerungs- und Zerfallsprozesse aber auch auf enzymatische Metabolisierung
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zuruickzufuihren sein. Es werden nun die gleichen Abbauprodukte wie bei den ménnlichen

Hepatozyten genauer analysiert.

25 pmol RT 10,6 min humane weibliche Hepatozyten 50 umol RT 10,6 min humane weibliche Hepatozyten
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Abb.51: Retentionszeit 10,6 min bei drei Konzentrationen der humanen weiblichen Hepatozyten

Fur die Betrachtung dieser und der folgenden Abbildungen muss beachtetet werden, dass
die Probenentnahme bei den mannlichen Hepatozyten und bei den Leerwerten nach
300 min und bei den weiblichen Hepatozyten nach 360 min durchgefihrt wurde.

Darum befindet sich bei diesen Zeitpunkten jeweils nur ein Balken.

Die Verbindung, welche eine Retentionszeit von 10,6 min aufweist, verhalt sich in den
ersten Stunden konstant und nimmt erst nach 24 h starker ab. Bei den Leerwertproben
kann nach 24 h jedoch eine Zunahme der Substanz beobachtet werden. Bei diesen wird
die Verbindung zu allen Zeitpunkten und bei allen Konzentrationen in grof3eren Mengen
gebildet als in den weiblichen Hepatozyten. Mdglicherweise wird im Zuge der
enzymatischen Aktivitdat der weiblichen Hepatozyten diese Verbindung weiter
metabolisiert. Leider konnten in den Chromatogrammen Kkeine zuséatzlichen Peaks
gefunden werden, die diese weitere Metabolisierung zu einer anderen Verbindung

bestatigen wirden.
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25 pmol RT 12,1 min humane weibliche Hepatozyten 50 umol RT 12,1 min humane weibliche Hepatozyten
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Abb.52: Retentionszeit 12,1 min bei drei Konzentrationen der humanen weiblichen Hepatozyten

Die Verbindung mit einer Retentionszeit von 12,1 min zeigt tUber die ersten Stunden bei
allen Konzentrationen einen leichten Anstieg und fallt dann nach 24 h wieder ab. Bei den
Leerwertproben hingegen findet sich ein kontinuierlicher Anstieg dieser Verbindung.
Moglicherwiese ist dieser verstarkte Abbau wiederum durch enzymatische Aktivitat
erklarbar. Lediglich bei 50 pmol findet sich in den ersten vier Stunden bei den
Hepatozyten ein hdherer Balken, der allerdings danach wieder unter die Leerwerte abfallt.

Dies zeigt also auch einen verstarkten Abbau zu den spateren Zeitpunkten.
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100 pmol RT 12,7 min humane weibliche Hepatozyten
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Abb.53: Retentionszeit 12,7 min bei drei Konzentrationen der humanen weiblichen Hepatozyten

Auch bei diesem Abbauprodukt, mit einer Retentionszeit von 12,7 min, zeigt sich ein
ahnliches Bild wie zuvor. Die Leerwerte steigen mit der Zeit an und die Proben der
Hepatozyten fallen nach den ersten Stunden wieder ab. Ein hoher Balken zeigt sich bei
einer Konzentration von 100 umol bei den Hepatozyten nach 360 min. Das sollte jedoch

als Ausreil3er bezeichnet werden, da nur dieser eine Wert stark von den anderen
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Abb.54: Retentionszeit 13,0 min bei drei Konzentrationen der humanen weiblichen Hepatozyten
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Bei dem Abbauprodukt, bei 13,0 min, zeigt sich vor allem bei 50 und 100 pmol, dass

durch die Zugabe der Hepatozyten wesentlich mehr dieser Verbindung gebildet wird als in

den Leerwertproben. Somit wird die Bildung durch die Hepatozyten gefordert, aber nicht

weiter abgebaut.
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Abb.55: Retentionszeit 14,2 min bei drei Konzentrationen der humanen weiblichen Hepatozyten

Die Chromatogramme der weiblichen Hepatozyten zeigen auch Doppelpeaks auf, die

wiederum in den Leerwertproben, vor allem bei der Konzentration von 25 pmol nicht

immer auftreten. Grundsatzlich zeigt sich aber bei 50 und 100 pmol, dass sich in den

Leerwertproben hoéhere Peaks finden und maoglicherweise durch die Hepatozyten mehr

dieser Verbindung abgebaut wird.
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3.3.4. Vergleich der mannlichen und weiblichen Hepatozyten

Metabolische Stabilitat

Metabolische Stabilitdt humaner méannlicher und weiblicher Hepatozyten
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Abb.56: Vergleich der metabolischen Stabilitdt der mannlichen und weiblichen Hepatozyten

Die ménnlichen Hepatozyten weisen eine etwas hdhere metabolische Stabilitat als die
weiblichen Hepatozyten auf. Das bedeutet, dass die Peakflichen von SL 11 bei den
Proben der maénnlichen Hepatozyten grof3er sind. Es wurde also weniger von der
Substanz abgebaut. Wobei der Unterschied in den jeweiligen Konzentrationen und den
jeweiligen Zeitpunkten maximal 10% betragt. Die Kurven der mé&nnlichen Hepatozyten
sind dadurch nach oben verschoben, dennoch verlaufen sie bei den jeweiligen
Konzentrationen sehr ahnlich. Die Kurven bei 25 und 50 pmol fallen schnell und steil ab,
wohingegen die bei 100 umol nach den ersten Stunden nur mehr einen sehr schwachen
Abfall aufzeigen. Somit verlaufen beide Systeme biphasisch und bei beiden tritt bei der
hdchsten Konzentration eine Enzymséttigung auf, wodurch kein weiterer enzymatischer

Abbau von SL 11 erfolgen kann.
Mit Hilfe der logarithmischen Werte kdnnen Rickschlisse auf die Halbwertszeit gezogen

werden. Dazu wird die y-Achse in Logarithmen transferiert und danach eine lineare

Regression berechnet.

60



25 pymol Abbau von SL 11

2.09

—e~ mannlich
—= weiblich

area [log]

0.0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
time [min]
50 umol Abbau von SL 11
2.0q
—e— mannlich
= \eiblich
1.5

area [log]
I
i

0.5

0.0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
time [min]

100 pmol Abbau von SL 11

2.09
—e- mannlich
—= weiblich
1.59
» L]
[} ®
= M )
e °
=
i)
© 1.01
o
<
0.5
0.0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
time [min]

Abb.57: Logarithmische Darstellung des SL 11 Abbaus bei drei Konzentrationen
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Die Geraden der mannlichen und weiblichen Hepatozyten verlaufen bei allen drei
Konzentrationen anndhernd parallel. Das bedeutet, dass sie ungefahr dieselbe
Halbwertszeit aufzeigen. Sie weisen somit eine ahnliche Pharmakokinetik auf,
dementsprechend erfolgt der Abbau von SL 11 ungeféhr gleich schnell. Allerdings
unterscheiden sie sich in ihrer Aktivitat, da SL 11 bei den weiblichen Hepatozyten starker
abgebaut wird.

Metabolische Umsetzung

Metabolische Umsetzung humaner mannlicher und weiblicher Hepatozyten bei 25 pmol
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Metabolische Umsetzung humaner mannlicher und weiblicher Hepatozyten bei 100 pmol
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Abb.58: Vergleich der metabolischen Umsetzung der weiblichen und ménnlichen Hepatozyten

Die weiblichen Hepatozyten weisen eine grof3ere metabolische Umsetzung auf. Wobei die
Abweichungen zwar deutlich erkennbar aber dennoch eher gering sind. Der maximale
Unterschied betragt auch hier ca. 10%. Bei beiden zeigt sich bei der Konzentration von
25 umol die grofte metabolische Aktivitat. Wobei wiederum die Enzymsittigung bei
100 umol erwahnt werden muss, wodurch der enzymatische Abbau kaum mehr

stattfinden kann.

Abbauprodukte von SL 11

25 pmol 60 min: Vergleich mannliche und weibliche Hepatozyten
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Abb.59: Vergleich der Abbauprodukte zwischen mannlichen und weiblichen Hepatozyten

63



Es werden immer dieselben Abbauprodukte gebildet. Die Proben weisen daher dasselbe
Peakmuster auf, wobei sie sich in ihrer Hohe unterscheiden. Somit sind bei mannlichen
und weiblichen Hepatozyten Umlagerungs- und Zerfallsprozesse am Abbau von SL 11
beteiligt. Wobei auch die Enzyme Einfluss auf den Abbau haben mussen, da beide
Unterschiede zu den Leerwerten aufzeigen.
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Abb.60: RT 10,6 min bei drei Konzentrationen: Vergleich mannliche und weibliche Hepatozyten

Die Verbindung bei 10,6 min weist bei allen drei Konzentrationen bei den méannlichen
Hepatozyten hohere Peakflachen auf als bei den weiblichen Hepatozyten. Bei beiden
kann allerdings beobachtet werden, dass sich die Verbindung Uber die Zeit relativ
konstant verhalt.
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25 umol RT 12,1 min humane méannliche und weibliche Hepatozyten 50 umol RT 12,1 min humane mannliche und weibliche Hepatozyten
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Abb.61: RT 12,1 min bei drei Konzentrationen: Vergleich mannliche und weibliche Hepatozyten

Hier zeigt sich der grof3te Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Hepatozyten
nach zwei Stunden bei 50 pmol sowie bei 100 pumol. In der ersten Stunde wird annahernd
gleich viel dieser Verbindung gebildet, wobei zu spéateren Zeitpunkten bei den mannlichen
Hepatozyten dieses Abbauprodukt wieder verstarkt auftritt. Bei den mannlichen Zellen
zeigt sich ein kontinuierlicher Anstieg dieser Verbindung wéahrend bei den weiblichen
Hepatozyten ein Abfall zu den spateren Zeitpunkten beobachtet werden kann. Somit wird
die Bildung dieses Abbauprodukts durch die mannlichen Hepatozyten geftrdert. Wobei
diese moglicherweise bei den weiblichen Hepatozyten vermehrt abgebaut wird, da sich
bei den Leerwerten hohere Peaks finden (siehe Kapitel weibliche Hepatozyten S.57) Wie
bereits erwahnt konnten aber in den Chromatogrammen keine zusatzlichen Peaks

gefunden werden.
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25 pmol RT 12,7 min humane mannliche und weibliche Hepatozyten 50 pmol RT 12,7 min humane mannliche und weibliche Hepatozyten
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Abb.62: RT 12,7 min bei drei Konzentrationen: Vergleich mannliche und weibliche Hepatozyten

Das Abbauprodukt bei einer Retentionszeit von 12,7 min wird bei allen Konzentrationen
vermehrt bei den mannlichen Hepatozyten nachgewiesen. Wiederum findet sich bei
diesen ein kontinuierlicher Anstieg und bei den weiblichen Zellen fallt diese Verbindung

nach zwei Stunden wieder ab.
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Die Verbindung bei 13,0 min wird vermehrt bei den weiblichen Hepatozyten gebildet, dies
kann vor allem bei 25 und 50 ymol beobachtet werden. Bei der Konzentration mit
100 pmol wird anfangs bei den maéannlichen Zellen mehr gebildet aber bereits nach
120 min findet sich diese Verbindung auch verstarkt bei den weiblichen Hepatozyten.

Somit wird die Bildung dieses Abbauprodukts vermehrt durch die weiblichen Zellen
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Abb.63: RT 13,0 min bei drei Konzentrationen: Vergleich ménnliche und weibliche Hepatozyten

gefordert.
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Abb.64: RT 14,2 min bei drei Konzentrationen: Vergleich mannliche und weibliche Hepatozyten
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Beide Geschlechter weisen meistens einen Doppelpeak auf, wodurch das Abbauprodukt
bei 14,2 min aufgezeigt wird. Bei den beiden niedrigeren Konzentrationen wird zuerst
anndhernd gleich viel dieser Verbindung gebildet aber nach 30 min weisen die
mannlichen Hepatozyten einen hoheren Peak auf. Bei der Konzentration von 100 pmol
wird, aul3er beim ersten Abnahmezeitpunkt, durch die weiblichen Hepatozyten mehr
dieser Verbindung gebildet.

In den Chromatogrammen zeigen sich noch zwei weitere Abbauprodukte von SL 11.
Diese wurden aufgrund der sehr kleinen Peaks bei den ménnlichen Hepatozyten nicht

genauer analysiert.
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Abb.65: Vergleich méannliche und weibliche Hepatozyten

Bei beiden Geschlechtern treten bei einer Retentionszeit von 10,0 und 10,3 min zwei
weitere Peaks auf, wobei sich die Zeiten bei den méannlichen Zellen um 0,2 min nach
vorne verschieben. Dennoch handelt es sich eindeutig um die gleichen Verbindungen.

Auffallig ist, dass diese Peaks bei den weiblichen Hepatozyten wesentlich héher und
bereits nach 15 min deutlich erkennbar sind und mit der Zeit immer weiter ansteigen. Bei
den mannlichen Hepatozyten werden diese Verbindungen in wesentlich kleineren Mengen
gebildet. Erst nach 24 h steigen die Peaks deutlich an. Wodurch wiederum quantitative
Unterschiede zum Ausdruck kommen. Es handelt sich aber auch hier um Verbindungen
die nicht allein auf die metabolische Aktivitdt der Zellen zuriickzufiihren sind, da diese
auch bei den Leerwerten sowie in den negativ Kontrollen in kleinen Mengen auftreten.
Allerdings kann aufgrund der quantitativen Unterschiede eine enzymatische Beteiligung

nicht ausgeschlossen werden.
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4. Zusammenfassung

Diese Diplomarbeit beschaftigt sich mit dem Phase | und Il Metabolismus von neuen
Anthrachinonderivaten.

Im Zuge der Esteraseversuche stellte sich heraus, dass SL 22 zu SL 11 metabolisiert
wird. Wodurch SL 22 als Prodrug bezeichnet werden kann, dessen aktiver Metabolit
SL 11 darstellt. Zudem zeigt sich, dass mit porciner Carboxylesterase bei steigenden
Substratkonzentrationen von SL 22 eine Enzymséttigung und damit eine Michaelis-
Menten-Kinetik auftritt. Diese verlauft bei einer Enzymkonzentration von 1 Unit und
5 Units &hnlich.

Tab.28: Uberblick Michaelis Menten Kinetik

Michaelis-Menten-Kinetik
. Km [umol/min] Vmax [umol/min*mg prot.]
Wellenléange - - X :
5 Units 1 Unit 5 Units 1 Unit
235 nm 59,51 114,4 0,01137 0,01934
270 nm 80,63 81,09 0,01221 0,001336

Im Laufe der Versuchsreihe mit den Hepatozyten wurde die Metabolisierung von SL 11
untersucht. AuRerdem wurden Leerwertproben durchgefiihrt, welche zeigen, dass SL 11
unter den gegebenen Bedingungen eine hohe Instabilitdt aufweist. Somit kommt es in
allen hergestellten Konzentrationen von SL 11 zu einem starken nicht-enzymatischen
Substanzabbau. Hauptursache dafir ist wahrscheinlich der Einfluss von Licht und Wéarme
bei der Bearbeitung der Proben. Dadurch liegt die metabolische Umsetzung von SL 11 bei
den weiblichen wie ménnlichen Hepatozyten unter 50%, da der restliche Substanzabbau
wahrscheinlich auf Zerfalls- und Umlagerungsprozesse zurtickzufiihren ist.

Im Vergleich weisen die mannlichen Hepatozyten eine hthere metabolische Stabilitdt und

somit eine geringere metabolische Umsetzung von SL 11 auf.

Tab.29: Metabolische Umsetzung mannliche und weibliche Hepatozyten

Metabolische Umsetzung [%]
L 25 pmol 50 pmol 100 pmol
Zeit [min] P e S e T "
mannlich weiblich mannlich weiblich mannlich weiblich
0 23,34 33,28 19,77 23,98 6,95 10,32
15 36,04 42,77 19,77 25,40 17,87 21,48
30 30,07 39,18 22,39 33,17 20,99 25,52
60 34,79 43,94 23,19 29,10 17,46 21,84
120 38,18 46,24 21,07 31,90 10,56 15,50
180 23,09 30,09 7,46 17,09 2,97 7,78
240 24,94 31,86 11,29 19,28 11,03 16,53
300/360 30,67 36,90 11,27 18,99 2,05 14,29
1440 24,31 24,31 24,34 25,07 3,45 10,95
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Weiters wurde ersichtlich, dass keine neuen Metaboliten, mit Hilfe der Hepatozyten,
gebildet werden. Mannliche sowie weibliche Hepatozyten weisen dieselben Peaks wie die
Leerwerte auf. Allerdings unterscheiden sich die einzelnen Abbauprodukte quantitativ.
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Abb.66: Vergleich von mannlichen und weiblichen Hepatozyten und Leerwerten

Bei den weiblichen Hepatozyten wird vermehrt die Verbindung bei 13,0 min und teilweise
jene bei 14,2 min gebildet. Zudem zeigen sich bei einer Retentionszeit von 10,0 min und
10,3 min héhere Peaks. Die restlichen Verbindungen weisen einen hoheren Peak bei den
mannlichen Hepatozyten auf. Somit wird vor allem bei den mannlichen Hepatozyten die
Bildung der Umlagerungsprodukte durch die Zellen geférdert. Die weiblichen Hepatozyten
weisen meist geringere Peakflachen der Abbauprodukte als die mannlichen Zellen sowie
die der Leerwerteproben auf. Mdoglicherweise werden im Zuge der erhdhten
metabolischen Aktivitéat die einzelnen Abbauprodukte zum Teil weiter metabolisiert. Diese
kann jedoch nicht bestatigt werden, da in den Chromatogrammen keine zusétzlichen
Peaks gefunden wurden.
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5. Summary

This thesis adresses the phase | and Il metabolism of new Anthraquinone derivatives.
During the esterase experiment it was revealed that SL 22 is metabolized to SL 11. As a
result of this experiment, SL 22 can be identified as a prodrug, while SL 11 represents its
active metabolite. Furthermore, a satiation of enzymes occurs when there is porcine
carboxylesterase on increasing substrate concentration of SL 22. Hence it resembles a
Michaelis-Menten-Kinetics, which proceeds similar with an enzyme concentration of 1 unit
and 5 units.

Tab.30: Survey of Michaelis Menten kinetic

Michaelis-Menten-kinetic
Km [umol/min] Vmax [pmol/min*mg prot.]
wavelength - ; . ;
5 units 1 unit 5 units 1 unit
235 nm 59,51 114,4 0,01137 0,01934
270 nm 80,63 81,09 0,01221 0,001336

In this test series with hepatocytes, the metabolism of SL 11 was analyzed. Moreover,
blank samples were conducted which indicate that SL 11 shows a high instability under
these circumstances. Consequently, a strong non-enyzamtic substance reduction is the
result in all produced concentrations of SL 11. The main cause for this result is most likely
the effect of light and heat during the handling with the samples. Thereby the metabolic
transformation of SL 11 with female and male hepatocytes is under 50% because the
remaining substance reduction can mainly be traced back to decomposition and relocation
processes. By contrast, the male hepatocytes show a higher metabolic stability and

therefore a lower metabolic transformation of SL 11.

Tab.31: Metabolic transformation from male and female hepatocytes

Metabolic Transformation [%]
. . 25 pmol 50 pmol 100 pmol
time [min]
male female male female male female
0 23,34 33,28 19,77 23,98 6,95 10,32
15 36,04 42,77 19,77 25,40 17,87 21,48
30 30,07 39,18 22,39 33,17 20,99 25,52
60 34,79 43,94 23,19 29,10 17,46 21,84
120 38,18 46,24 21,07 31,90 10,56 15,50
180 23,09 30,09 7,46 17,09 2,97 7,78
240 24,94 31,86 11,29 19,28 11,03 16,53
300/360 30,67 36,90 11,27 18,99 2,05 14,29
1440 24,31 24,31 24,34 25,07 3,45 10,95
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Additionally the analysis revealed that no new metabolites were formed with support of
hepatocytes. Male and female hepatocytes share the same peaks like the blank samples,
but the individual reduction products differ.
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Figure 67: Comparison of male and female hepatocytes and blank values

For the most part, the female hepatocytes form this connection at 13,0 min and at
14,2 min respectively. Furthermore higher peaks occur at a detention period of 10 and
10,3 min. The remaining connections indicate higher peaks for male hepatocytes. As a
conclusion, the formation of relocation products of male hepatocytes is particularly
stimulated by the cells. The female hepatocytes mostly indicate lower peak areas on
reduction products than the male cells and the blank samples. The reduction products can
possibly be metabolized to a further extent because of the raised metabolic activities. But

there is no evidence for that, because there are no further peaks in the chromatogram.
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6. Conclusio

Im Zuge dieser Diplomarbeit konnten wesentliche Erkenntnisse bezlglich des
Metabolismus von SL 22 und SL 11, sowie zur Substanzinstabilitat von SL 11 gewonnen
werden.

SL 22 stellt ein Prodrug dar, wodurch bei der Herstellung maglicher Arzneiformulierungen
und anschlieRender Verabreichung auf die enzymatische Aktivierung geachtet werden
muss.

SL 11 weist eine hohe Instabilitdt unter den gegebenen Bedingungen auf. Aufgrund der
Instabilitdit der Substanz kodnnte die Bioverfigbarkeit und somit die Wirkung der
Verbindung beeinflusst werden.

Die Metabolisierung von SL 11 liegt in diesen Versuchen unter 50%, jedoch muss die
Substanzinstabilitdt bertcksichtigt werden. Die Abbauprodukte entstehen wahrscheinlich
einerseits aufgrund von Umlagerungs- und Zerfallsprozessen und anderseits durch die
Enzyme der Hepatozyten.

Weitere Untersuchungen mit Enzyminhibitoren kdnnten Aufschluss Uber die enzymatische

Beteiligung und der dadurch entstehenden Abbauprodukte von SL 11, liefern.
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