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EinfGhrung 1

1 Einfuhrung

1.1 Biotransformation
1.1.1 Definition und Bedeutung

Der Mensch nimmt taglich neben der Nahrung eine Vielzahl von Fremdstoffen
(Xenobiotika) auf, die nicht zur Bereitstellung von Energie oder anderen
physiologischen Funktionen dienen. Diese Xenobiotika stellen Arzneistoffe,
Chemikalien, Nahrungszusatze, Umweltgifte und verschiedene andere Schadstoffe
dar (Testa 1995a). lhre Umwandlung durch den Organismus wird Biotransformation
genannt. Das Ziel dieser Reaktionen ist die Bildung hydrophiler, leichter
eliminierbarer Produkte, so dass eine Akkumulation der eher lipophilen
Ausgangsverbindungen im Korper, die mit einer moglichen Schadigung des
Organismus einhergehen kann, vermieden wird (Forth et al. 2001).
Biotransformationsreaktionen laufen bevorzugt in der gut durchbluteten Leber, aber
auch in anderen Organen wie Darm, Niere, Lunge, Blut, Haut, Milz und Muskulatur
ab (Testa und Jenner 1976, Mutschler et al. 2001). Die daran beteiligten Enzyme
liegen entweder strukturgebunden an die Membran des Endoplasmatischen
Retikulums und der Mitochondrien oder geldst im Zytosol vor. Aufgrund einer breiten
Substratspezifitat setzen sie neben Xenobiotika auch z. T. kérpereigene Stoffe aus
Stoffwechselvorgangen um (Mutschler et al. 2001).

Neben der Bioinaktivierung von Xenobiotika (Entgiftung) knnen Metabolisierungs-
reaktionen auch zu Bioaktivierungen oder Biotoxifizierungen fuhren. Durch
Bioaktivierung mittels fremdstoffmetabolisierender Enzyme werden Verbindungen,
die per se keine pharmakologische Wirkung aufweisen (Prodrugs), in aktive
Substanzen mit therapeutisch erwunschten Effekten Uberfuhrt (Testa 1995a). Der
gezielte Einsatz von Prodrugs in der Arzneimitteltherapie tragt zur Verbesserung
pharmakokinetischer bzw. -dynamischer, physikochemischer, galenischer oder
toxikologischer Eigenschaften des Wirkstoffs bei (Ettmayer et al. 2004). Hingegen
findet bei der Biotoxifizierung eine Bildung giftiger, mutagener oder karzinogener
Substanzen statt, die Schadigungen im biologischen Material hervorrufen kénnen.
Das Ausmaly des Xenobiotika-Metabolismus wird zum einen durch individuelle

Faktoren wie Alter, Erndhrung, Biorhythmus, Stress, Krankheiten, Schwangerschaft
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sowie enzyminhibierende und enzyminduzierende Substanzen beeinflusst, aber auch
genetische Faktoren, Rasse und Geschlecht (inter-individuelle Parameter) fihren zu
unterschiedlichen Enzymaktivitaten (Testa 1995a).

Biotransformationsprozesse sind in zwei Phasen zu unterteilen, der Phase | und der
Phase Il (Abb. 1.1). Strukturverandernde Phase |-Reaktionen, die auch als
Funktionalisierungsreaktionen bezeichnet werden, fuhren funktionelle Gruppen in
das unpolare Molekill ein oder legen entsprechende Gruppen frei. Hierzu zahlen
Oxidationen, Reduktionen und Hydrolysen. Zur Phase Il zahlen die aufbauenden
Reaktionen wie die durch Transferasen Kkatalysierten Konjugationen an
Glucuronsaure, Schwefelsaure, Glutathion und Aminosauren. Haufig dient die
EinfUhrung von funktionellen Gruppen zur Vorbereitung von Substraten, die im
Anschluss im Sinne einer Phase II-Reaktion (s. 1.1.3) umgesetzt werden. Diese
Vorschaltung der Phase |-Reaktionen ist jedoch keine zwingende Voraussetzung fur
Konjugationen (Forth et al. 2001).

Fremdstoff

Phase I-Reaktion
Oxidation Phase |I-Reaktion (*)
Reduktion Konjugation mit
Hydrolyse Glucuronsaure

* Schwefelsaure

: Glutathion
Phase |-Metabolit Aminosauren u.a.
Phase IlI-Metabolit
Abbildung 1.1 Einteilung von Biotransformationsprozessen (nach Mutschler et

al. 2001)
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1.1.2 Phase |-Reaktionen
1.1.2.1 Aligemeine Ubersicht

Wahrend spontan ablaufende nicht-enzymatische Reaktionen, wie z. B.
Esterhydrolysen im sauren Milieu des Magens, eine untergeordnete Rolle in der
Biotransformation von Xenobiotika spielen, Uberwiegen die enzymatisch katalysierten
Umsetzungen der Fremdstoffe deutlich (Mutschler et al. 2001).

Oral eingenommene Arzneistoffe werden im Gastrointestinaltrakt resorbiert und
gelangen mit dem Pfortaderblut direkt in die Leber, dem Hauptmetabolisierungsort. In
den Leberparenchymzellen (Hepatozyten) sind die wichtigsten Enzyme, die an den
Phase |-Reaktionen beteiligt sind, im Endoplasmatischen Retikulum Iokalisiert.
Hierzu zahlen die Cytochrom P450-Monooxygenasen (EC 1.14.14.1) (Guengerich
1987), die flavinhaltige Monooxygenase (EC 1.14.13.8) (Ziegler 1988), die
Epoxidhydrolase (EC 3.3.2.3) (Fretland und Omiecinski 2000) und die
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase (EC 1.6.2.4) (Nebert und Gonzalez 1987). Im
Zytosol der Hepatozyten befinden sich die I6slichen Enzyme Alkoholdehydrogenase
(EC 1.1.1.1.), Aldehyddehydrogenase (EC 1.2.1.3), Xanthinoxidase (EC 1.2.3.2)
sowie verschiedene Esterasen (Testa 1995b, c, e). Die Mitochondrien enthalten
Esterasen, Monoaminoxidasen (EC 1.4.3.4) (Benedetti 2001) und einige Cytochrom
P450-abhangige Monooxygenasen (Cali und Russell 1991, Nelson et al. 1996).

1.1.2.2 Das Cytochrom P450-Enzymsystem

Die weitaus grof3te Bedeutung im Rahmen oxidativer Biotransformationsprozesse
von Xenobiotika besitzt das Cytochrom P450-Enzymsystem (Mutschler et al. 2001),
das an uber 90% des Arzneimittel-Metabolismus im Menschen beteiligt ist (Lewis
2003). Die Cytochrom P450-Enzyme (CYPs) sind hamhaltige Proteine, die aus
einem Apoprotein und einer Hdam-Domane, einem Eisen-Protoporphyrin IX Gerust,
als prosthetische Gruppe bestehen (Testa 1995d). Dieses Porphyrin-Ringsystem
bildet mit dem Eisen-Zentralatom vier koordinative Bindungen aus, wahrend es sich
bei dem flnften Ligand um die Thiolatgruppe der Cysteinseitenkette des Apoproteins
handelt, einer hoch konservierten Region innerhalb der P450-Sequenz (Guengerich

2001). Wasser oder Hydroxylgruppen besetzen die sechste Koordinationsstelle des
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Zentralatoms (Goeptar et al. 1995). Nach Bindung von Kohlenmonoxid als sechstem
Liganden an das Enzym im reduzierten Zustand resultiert ein Absorptionsmaximum
bei einer Wellenlange von 450 nm, das nicht nur zur Gehaltsbestimmung von
CYP-haltigen Praparationen, sondern auch zur Namensgebung des Enzymsystems

herangezogen wurde (Forth et al. 2001).

In den unterschiedlichsten pro- und eukaryotischen Lebewesen sind uber 2000
Cytochrom P450-Enzyme bekannt, die einer Supergenfamilie angehoren (Lewis
2003). lhre Klassifikation erfolgt anhand der Aminosauresequenzen. Einer
CYP-Familie werden Enzyme mit einer Sequenzhomologie von > 40% zugeordnet,
wohingegen die Zugehorigkeit zu einer Subfamilie mindestens eine 59%ige
Ubereinstimmung der Primérstrukturen erfordert (Ruckpaul 1993). Arabische Ziffern
bezeichnen Familien, GroRRbuchstaben Subfamilien und die einzelnen Isoenzyme

werden durch nachstehende arabische Ziffern charakterisiert (Nelson et al. 1996).

(1) R-H+ NADPH +H*+ 0O, ﬂ» R-OH + H,O + NADP*
(2) NADPH +H*+ O, ﬂ» NADP* + H,O, (via ' O,)
(3) R-H+ XOOH LSO) R-OH + X-OH
Abbildung 1.2 Cytochrom P450-katalysierte Reaktionen (Guengerich 1991),

(1) Monooxygenase-, (2) Oxidase-, (3) Peroxidase-Funktion

Neben Oxidase- und Peroxidaseaktivitaten (Abb. 1.2) besitzt Cytochrom P450
hauptsachlich Monooxygenase-Eigenschaften (Guengerich 1991). Hierbei wird ein
Sauerstoffatom auf das Substrat Ubertragen, wahrend das andere unter
Wasserbildung reduziert wird. Da Cytochrom P450 nur ein Ein-Elektronenakzeptor
ist, das Reduktionsaquivalent NADPH aber simultan zwei Elektronen zur Verfigung
stellt, bedarf es zur Elektronentbertragung auf das Substrat der Hilfe der ebenfalls in
der Membran des Endoplasmatischen Retikulums verankerten NADPH-Cytochrom
P450-Reduktase, die als prosthetische Gruppen je Proteinseitenkette ein FAD- und
ein FMN-Molekiil besitzt (Abb. 1.3).
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Entstammen die zwei zu Ubertragenden Elektronen aus dem Cofaktor NADH,
vermitteln die Enzyme NADH-Cytochrom bs-Reduktase und Cytochrom bs den

Transfer (Ingelman-Sundberg und Johansson 1984, Yamazaki et al. 1996).

NADPH + H*

Cytochrom
P450-Reduktase

NADP*

IR S

Abbildung 1.3 Schematischer Ablauf der mikrosomalen Monooxygenasereaktion
(Forth et al. 2001)

Am Fremdstoffmetabolismus sind hauptsachlich die Cytochrom P450-Isoenzyme
CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 und CYP1A2 beteiligt (Rendic und Di Carlo
1997) (Abb. 1.4), wahrend flur Isoenzyme aus weiteren CYP-Familien, die groRere
Substratspezifitaten aufweisen, die Biosynthese und Metabolisierung endogener
Verbindungen wie Gallensauren, Steroidhormone, Thromboxan, Vitamin D3 und
Cholesterin nachgewiesen wurde (Ortiz de Montellano 1986, Rendic und Di Carlo
1997).
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Abbildung 1.4 Hauptsédchlich am  Fremdstoffwechsel beteiligte n humane
Cytochrom P450-Isoenzyme (Rendic und Di Carlo 1997)
1 CYP3A4/5 (34,1%), 2 CYP2D6 (18,8%), 3 CYP2C8/9 (15,8%),
4 CYP2C18/19 (8,3%), 5 CYP1A2 (8,2%), 6 CYP2E1 (4,1%),
7 andere CYPs (3,8%), 8 CYP2B6 (3,4%), 9 CYP2A6 (2,5%)

Genetische  Polymorphismen wie der Debrisoquin/Spartein-Polymorphismus
(CYP2D6) und der Mephenytoin-Polymorphismus (CYP2C19) beeinflussen die
Funktionalitdt und Expression des Cytochrom P450 wund somit den
Arzneimittelstoffwechsel ebenso wie die Einwirkung exogener Enzyminduktoren
(s. 1.1.7) oder -inhibitoren (Forth et al. 2001).

Der Mechanismus der Cytochrom P450-katalysierten oxidativen Metabolisierung
eines Substrates ist in Abbildung 1.5 dargestellt. Zunachst lagert sich das Substrat
(RH) an eine Bindungsstelle in der Nahe des aktiven Zentrums an, was zur
Verdrangung des Liganden (Wasser) aus der sechsten Koordinationsstelle des Ham-
Eisens fiihrt (1). Demzufolge wechselt das Zentralatom Eisen (Fe") aus dem
Jow spin“- in den ,high spin“-Zustand. Die dadurch bewirkte Veranderung des
Redoxpotenzials begunstigt den zweiten Reaktionsschritt (2), in dem mithilfe der
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase ein Elektron auf das Eisen Ubertragen wird,
welches somit reduziert in der Oxidationsstufe +Il vorliegt (Ruckpaul 1993). Nach
Bindung von molekularem Sauerstoff (3) ist dieser in der Lage, ein Elektron des
Zentralatoms zu Ubernehmen, so dass als mesomere Form ein (Fe Il "O,")-Komplex
formuliert werden kann (4). Im Folgenden nimmt dieser Komplex ein zweites von der
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase zur Verfligung gestelltes Elektron auf (5),

wodurch es nach Zufuhren zweier Protonen des oxidierten Flavoproteins zur
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Abspaltung von Wasser und zur Bildung eines reaktiven Oxokomplexes kommt (6).

Dieser Elektronenmangel versetzt die Verbindung in die Lage, das Substrat zu

hydroxylieren. Nach Abdissoziation des Produktes kehrt das Enzym in seinen

Ausgangszustand zuriick und steht fir einen weiteren Zyklus zur Verfigung (7). Das

Fehlen eines geeigneten Substrats oder die Instabilitdt des Enzym-O,-Komplexes

kann zur Entkopplung des Reaktionszyklus fiihren. Hierbei kann nach Ubertragung

des ersten Elektrons ein freies Superoxidradikalanion und nach Schritt 5 direkt

Wasserstoffperoxid entstehen (8) (Coon et al. 1992).

Protein

W b \

Protein Protein
\ l|V \ llll,
Fe Fe
7 || N 7 N\
o Pox NADPH+H* RH
RH e_
H,0 NADP* ,
6 2H* I:pred
Protein Protein
N NI
Fe Fe
7 l N 7 N\
o, RH
RH 5 ¢
3 0,
Protein Protein
H202 \ l||| \ lll/
Fe 4 Fe
8 N Y~ @ @@ v S

Abbildung 1.5

Katalytischer Zyklus der oxidativen Substratumsetzung durch
Cytochrom P450 (modifiziert nach Coon et al. 1992)

Fe = Hém-Eisen im katalytischen Zentrum, Fp = Flavoprotein
(NADPH-Cytochrom P450-Reduktase), RH = Substrat, ROH =
monooxygeniertes Produkt
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Obwohl die genaue Struktur des reaktiven Komplexes umstritten ist, wird heute meist
eine Oxo-ferryl-porphyrin™-Kationenradikalstruktur als die Form postuliert, die an der

Hydroxylierung des Substrates beteiligt ist (Ruckpaul 1993).

1.1.3 Phase lI-Reaktionen
1.1.3.1 Aligemeine Ubersicht

Phase II-Reaktionen, auch Konjugationen genannt, laufen unter Beteiligung
verschiedener Transferasen ab. Hierbei werden zunachst endogene, energiereiche
Verbindungen hergestellt, deren Reste dann auf das Substrat Ubertragen werden
(Abb. 1.6). Eine Ausnahme stellt die Konjugation von kdorperfremden Carbonsauren
mit den Aminosauren Glycin und Glutamin dar, bei der das Substrat selbst und nicht

der endogene Cofaktor aktiviert wird.

it i Transferasen
)e(sgggle(:'eki\;e?;ti::]erte I —— | Konjugationsprodukte

Abbildung 1.6 Allgemeiner Ablauf von Xenobiotika-Konjugationen

Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick Uber mdgliche Phase ll-Reaktionen, die
katalysierenden Enzyme und deren Lokalisation. Wahrend im Menschen
Sulfatierungen, Acetylierungen bzw. Methylierungen nur von sauerstoff-, stickstoff-
oder schwefelhaltigen Gruppen ablaufen, werden unter Katalyse von
UDP-Glucuronyltransferasen neben der O-, N- und S-Glucuronidierung auch
C-Glucuronide wie die des Febrazon, Phenylbutazon und Sulfinpyrazon gebildet
(Miners und Mackenzie 1991, Ethell et al. 2003).
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Tabelle 1.1 Phase lI-Reaktionen von Xenobiotika (Weber et al. 1990, Miners und
Mackenzie 1991, Mutschler et al. 2001)

Enzyme Lokalisation Reaktionen
UDP-Glucuronyltransferasen Endoplasmatisches O-Glucuronidierung
(EC 2.4.1.17) Retikulum N-Glucuronidierung

S-Glucuronidierung
C-Glucuronidierung

Sulfotransferasen Zytosol O-Sulfatierung

(EC 2.8.2.X) N-Sulfatierung

Methyltransferasen Zytosol, Endoplasmatisches  O-Methylierung

(EC 2.1.1.X) Retikulum N-Methylierung
S-Methylierung

Acetyltransferasen Zytosol O-Acetylierung

(EC 2.3.1.X) N-Acetylierung

Glutathion-S-transferasen Zytosol Glutathionkonjugation an

(EC 2.5.1.18) organische Halogenide,
Epoxide u. a.

1.1.3.2 UDP-Glucuronyltransferasen

Obwonhl die Glucuronidierung einen wichtigen Bestandteil des Metabolismus darstellt,
ist das Wissen Uber Regulierung, Substratspezifitdt und Gewebe-Organ-Verteilung
(vgl. 5.1.1) bis jetzt im Vergleich zu dem gut erforschten Cytochrom P450-System
gering. Erst seit kirzerer Zeit findet der Phase lI-Metabolismus auch grollere
Beachtung bei der Entwicklung von Arzneistoffen (Wildt et al. 1999).

Die UDP-Glucuronyltransferasen (UGTs) gehéren wie die CYPs zu einer
Supergenfamilie (Mackenzie et al. 1997). Sie sind ubiquitar verbreitet und kommen
nicht nur im Menschen, sondern auflerdem in Tieren, Bakterien und weiteren
Pflanzen vor. Die Reaktion der UGTs beruht auf dem Angriff eines nukleophilen
Agens am C4-Atom des Pyranoseringes des Cofaktors Uridin-5"-diphosphat-
glucuronsaure (UDPGA), der ausschlief3lich in a-glycosidischer Form vorliegt. Bei der
Glucuronidierung, die formal im Sinne einer Sy2-Reaktion ablauft, entstehen UDP
(Uridin-5"-diphosphat) und ein g-Glucuronid als Konjugat (Abb. 1.7).
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@)
COOH HN |
0 )\ COOH
) N o XR
o8 9 uet oH
- —_—
0 0—P-0—P-0—CH,~ O\ * R TTo +UbP
OH - -
o 0O OH
OH OH
Uridin-5"-disphosphatglucuronsaure Aglykon B-Glucuronid
Abbildung 1.7 Konjugation von Aglykonen mit  Uridin-5"-diphosphat-

glucuronséure (Miners und Mackenzie 1991)

Der Cofaktor UDPGA wird zuvor im Zytosol aus Glucose-1-phosphat und Uridin-
5°-triphosphat (UTP) gebildet. Die zwischenzeitlich entstandene UDP-Glucose wird
unter Katalyse von der UDP-Glucose-Dehydrogenase zu UDPGA oxidiert (Abb. 1.8).

Die Nomenklatur der Glucuronyltransferasen beruht auf der Homologie der
Primarstruktur der Isoenzyme untereinander. Alle UGTs weisen in ihrem
C-terminalen Bereich, der fur die Bindung des Cofaktors verantwortlich ist, eine
groRe Ubereinstimmung in der Sequenz auf. Im Gegensatz dazu ist das N-terminale
Ende, an dem die Bindung der nukleophilen Substrate (vgl. 5.1.1) stattfindet,
variabler (Fisher et al. 2001).
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CH,OH
O
OH 0
Il
0 O—I'I’—O' Glucose-1-phosphat
OH o
UTP Mg?*
PP,
CH,OH
o
OH 0
[l 1
O O—||3—O—||3—O—Uridin UDP-Glucose
OH o o
2NAD*+2H,0
2 NADH + 2 H*
UDP-Glucose-Dehydrogenase
COOH
O
OH e
Il Il
O O—I|3—O—I|3—O—Uridin UDP-Glucuronsaure (UDPGA)
OH O- O"
Abbildung 1.8 Bildung des Cofaktors UDPGA aus Glucose-1-phosphat im

Zytosol (Loffler und Petrides 2003)

Die UGTs sind an die Membran des Endoplasmatischen Retikulums gebundene
Enzyme, deren aktives Zentrum auf der luminalen Seite angeordnet ist (Abb. 1.9).
Mittels verschiedener Transporter Uberwinden Cofaktor, Substrat und Metabolit die
Diffusionsbarriere (Miners et al. 2004). Das Glucuronid kann durch die hauptsachlich
in den Lysosomen lokalisierte B-Glucuronidase enzymatisch gespalten werden und
so einem metabolischen Zyklus zwischen Konjugation und Hydrolyse unterliegen
(Brunelle und Verbeeck 1997).
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Lumen
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L

Zytosol I l
UDPGA UGT-Dimer Glucuronide
Abbildung 1.9 Hypothetisches Modell zur Anordnung der UDP-Glucuronyil-

transferase (UGT) im Endoplasmatischen Retikulum (nach Miners
et al. 2004)

Genetische Polymorphismen sind fur sieben Isoenzyme, insbesondere das UGT1A1,
aber auch die UGTs 1A6, 1A7, 1A9, 2B4, 2B7 und 2B15 beschrieben worden
(Miners et al. 2002, Girard et al. 2004). Die unterschiedlich starke Expression dieser
Enzyme in bestimmten Populationen hat gro3e Bedeutung in Hinblick auf die
physiologischen Reaktionen, aber auch auf die Toxikologie und Pharmakologie
einiger Substanzen. Nicht nur die Glucuronidierung von Bilirubin durch das UGT1A1,
sondern auch die Elimination und Entgiftung von potenziell toxischen oder
kanzerogenen Verbindungen (Tukey und Strassburg 2000) oder die Bioaktivierung
von Morphin durch das UGT2B7 waren beeinflusst (Bock et al. 1999, Wildt et al.
1999, Ritter 2000).

Beruhend auf Mutationen in den UGT1A1-Genabschnitten sind mehrere Syndrome
bekannt. Das autosomal-rezessiv vererbte Crigler-Najjar-Syndrom, das eine
Hyperbilirubindmie nach sich zieht, wird in zwei Typen unterteilt, die auf ganzliches
Fehlen des Enzyms bzw. nur eine verringerte Aktivitat zurickzufthren sind. Wahrend
ein kompletter UGT1A1-Mangel therapierefraktar ist und einen Kernikterus mit
letalem Ausgang bewirkt, konnen durch Enzyminduktion aufgrund einer
Phenobarbital-Behandlung partielle  Stérungen im  Glucuronidierungsapparat

ausgeglichen werden. Mutationen in der Promotorregion verursachen die
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Meulengracht-Krankheit, auch Gilbert-Syndrom genannt, die sich zwischen dem
20. und 40. Lebensjahr manifestiert. Der Patient leidet an einem intermittierenden
Ikterus sowie uncharakteristischen Oberbauchschmerzen (Loffler und Petrides 2003,
Fisher et al. 2001). Erhdhte Bilirubinspiegel sind auch beim Dubin-Johnson-Syndrom
zu verzeichnen, das durch einen Defekt im Transportsystem hervorgerufen wird. Das
MRP2-Protein, eine ATP-abhangige Pumpe, die die Glucuronide in die Galle

beférdern soll, wird hierbei nicht mehr exprimiert (Burchell 1998).

1.1.3.3 Sulfotransferasen

Die im Zytosol lokalisierten Sulfotransferasen (SULT) katalysieren unter Verbrauch
des Cofaktors 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat (PAPS) die Sulfatierung (Abb.
1.10) von zahlreichen Xenobiotika und endogenen Verbindungen, wahrend
Makromoleklle durch membrangebundene Sulfotransferasen metabolisiert werden
(Coughtrie et al. 1998a).

wn=0
AR
A\
(@]
Z/%Z
Z
N/

"0—S—0—P—0O—CH N™ N "0—P—0O—CH
I ) 2.0 SULT i 2 0
Q oA ROH ~ ROSO;
_O_ﬁ_o oder oder 'O_ﬁ—O'
o] R-NH, R-NHSO; o]
PAPS PAP
Abbildung 1.10 Sulfatierung von Aminen und Alkoholen durch Sulfotransferasen

(SULT) unter Verbrauch des Cofaktors 3’-Phosphoadenosin-
5’-phosphosulfat (PAPS) (nach Mutschler et al. 2001)

Der Cofaktor wird in einer Zweistufenreaktion aus anorganischem Sulfat und
Adenosintriphosphat (ATP) in Anwesenheit der Enzyme ATP-Sulfurylase und
APS-Kinase (Adenosin-5’-phosphosulfat-Kinase) gebildet (Abb. 1.11).
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ATP +SO; === APS+PP,

ATP + APS === PAPS + ADP

Abbildung 1.11 Bildung des Cofaktors 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat
(PAPS) (Coughtrie et al. 1998a)

Die Sulfotransferasen gehoren einer Supergenfamilie an (Weinshilboum et al. 1997)
und werden anhand ihrer Aminosauresequenz und Substratspezifitat in drei
Subfamilien eingeteilt. Die sieben Isoenzyme der SULT1-Unterfamilie sulfatieren
bevorzugt primare Phenole und Katechole, wahrend die drei SULT2-Isoenzyme eher
an Konjugationen von primaren Steroiden und Alkoholen beteiligt sind (Coughtrie
und Johnston 2001). Die Funktion des kuirzlich neu identifizierten SULT4A1 im
menschlichen Gehirn ist noch unbekannt (Liyou et al. 2003). Interindividuelle
Unterschiede in der Expression und Enzymaktivitdt sind in genetischen
Polymorphismen insbesondere der Isoenzyme SULT1A1 und 1A2 (Coughtrie und
Johnston 2001) sowie in durch exogene Verbindungen wie Phenobarbital und

Rifampicin vermittelter Induktion begrindet (Kern et al. 1997, Li et al. 1999).

Die Sulfatierung stellt in vivo eine Konkurrenzreaktion zur Glucuronidierung dar, die
meist aufgrund des begrenzten Sulfat-Pools benachteiligt ist. Das anorganische
Sulfat muss im Koérper aus schwefelhaltigen Aminosauren gewonnen werden und
wird kaum mit der Nahrung direkt aufgenommen (Mulder und Jakoby 1990,
Coughtrie et al. 1998b). Durch Bildung polarer, wasserloslicher Produkte mit meist
geringer Aktivitat nimmt sie eine bedeutende Rolle bei der Elimination,
Detoxifizierung und Homdostase von Steroidhormonen und Katecholaminen ein. Far
bestimmte Umweltgifte und Arzneistoffe wie Tamoxifen ist allerdings auch eine
Bioaktivierung durch Sulfatierung beschrieben worden (Glatt 1997). Durch
Sulfatierung von N-Acetylaminofluoren kénnen z. B. instabile Konjugate entstehen,
die in reaktive elektrophile Kationen zerfallen und dann irreversibel an kérpereigene
Stoffe bzw. die DNA binden und so karzinogene Effekte hervorrufen.

Endogen gebildete Sulfate kdnnen durch Sulfatasen, die an die zytosolische Seite
des Endoplasmatischen Retikulums gebunden sind oder in Lysosomen sowie im

Golgi-Apparat vorkommen, gespalten werden (Parenti et al. 1997).
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1.1.3.4 Acetyltransferasen

Acetylierungsreaktionen stellen fur viele Arzneistoffe und andere Xenobiotika, die
aromatische Amin- bzw. Hydrazin-Gruppen enthalten, einen wichtigen
Metabolisierungsschritt dar (Grant et al. 2000). Die zytosolischen N-Acetyl-
transferasen (NAT), die in der Leber, aber auch in verschiedenen anderen Organen
lokalisiert sind, katalysieren diese Konjugation unter Mitwirkung des Cofaktors
Acetyl-Coenzym A (Abb. 1.12).

H H O
O N—NH, @) N— N%
Acetyl-CoA CoA-SH H CH,
X / X
— NAT2 g
N N
Isoniazid N-Acetylisoniazid

Abbildung 1.12 Acetyl-CoA-abhidngige N-Acetylierung von Isoniazid durch die
N-Acetyltransferase 2 (NAT2) (Forth et al. 2001)

Zwei Isoenzyme, NAT1 und NAT2, sind fir den Menschen bekannt, wobei vielfaltige
genetische Variationen des =zuletzt genannten Enzyms fir die Einteilung in
.langsame und schnelle Acetylierer® verantwortlich sind. Selektive Substrate der
N-Acetyltransferase 1 sind p-Aminobenzoesaure und p-Aminosalicylsaure, wahrend
das Tuberkulostatikum Isoniazid bevorzugt durch die NAT2 umgesetzt wird, das als
acetyliertes Produkt keine pharmakologische Wirkung mehr aufweist (Estrada-
Rodgers et al. 1998, llett et al. 1999). Hingegen konnen durch Acetylierung
Karzinogene aus erhitzter Nahrung oder Zigarettenrauch in aktivierte Verbindungen
umgewandelt werden. Da im Allgemeinen die Hydrophilie und somit auch die renale
Elimination von Substanzen durch die Acetylierung verringert werden, nimmt diese
Konjugation eine Mittelstellung zwischen Phase |- und Phase II-Reaktionen ein
(Mutschler et al. 2001).

Neben den N-Acetyltransferasen sind auch O-Acetyltransferasen (OATs) beschrie-

ben worden, die Substrate Uber ihre Sauerstoffatome acetylieren (Weber et al. 1990).
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1.1.4 Biologische Systeme als Ersatz fur den Tierversuch

Weitreichende bis heute anerkannte Empfehlungen zum Umgang mit Tieren in
wissenschaftlichen Experimenten veroffentlichten Russell und Burch bereits im Jahre
1959 (Russell und Burch 1959). Ihr Konzept der drei ,R* (,reduction, refinement,
replacement®) zielt auf die Reduktion der Tierversuche sowie auf eine
Methodenverbesserung bzw. Anderung des Versuchsdesigns, um die Leiden und
Qualen der Tiere zu reduzieren oder zu umgehen. Aul3erdem forderten sie den
Ersatz von Tierversuchen in der Forschung durch Alternativmethoden.

Der Schutz der Gesundheit des Menschen und die Linderung von Krankheiten
einerseits und der Tierschutz andererseits bedurfen jedoch sorgfaltiger Abwagung.
Nachdem dieses Thema eine verstarkte Aufmerksamkeit in den 70er und 80er
Jahren erlangte, wurde in der Richtlinie 86/609/EWG vom 24. November 1986 die
Verwendung geeigneter in vitro-Testsysteme zur Vermeidung von Tierversuchen
sowie der Schutz von zu wissenschaftlichen Zwecken eingesetzten Tieren als ein

Ziel der Europaischen Gemeinschaft festgeschrieben (Rusche 2003).

Abbildung 1.13 Einteilung der Tierversuche im Jahr 2001 nach Einsatzzwecken
(Tierschutzbericht 2003, Deutscher Bundestag)
1 Biologische Grundlagenforschung (43,6%), 2 Erforschung und
Entwicklung von Produkten und Geréten fiir medizinische Zwecke
(23,9%), 3 Herstellung von oder Qualitédtskontrolle bei Produkten oder
Geréten fir medizinische Zwecke (13,6%), 4 Toxikologische
Untersuchungen und Sicherheitspriifungen (8,9%), 5 Sonstige Zwecke
(6,9%), 6 Ausbildung und Weiterbildung (1,9%), 7 Diagnose von
Krankheiten (1,3%)
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In Deutschland wurden im Jahre 2001 dennoch insgesamt ca. 2,13 Mio.
Tierversuche (Abb. 1.13) zur biologischen Grundlagenforschung, Entwicklung und
Testung der Unbedenklichkeit von pharmazeutischen und medizinischen Produkten
sowie zu Toxizitatsuntersuchungen von in der Landwirtschaft, Bedarfsgegenstanden
und Lebensmitteln verwendeten Stoffen durchgefuhrt (Tierschutzbericht 2003,
Deutscher Bundestag).

Das ECVAM (,European Centre for the Validation of Alternative Methods”), das dem
,Institute for Health and Consumer Protection” in Ispra/ltalien angehoért und somit Teil
des “Joint Research Centre” der Europaischen Union ist, koordiniert seit 1992 die
Forschung im Bereich der Ersatz- und Erganzungsmethoden zu Tierversuchen.
Neben der Zusammenfiihrung von Daten aus verschiedenen Laboratorien und der
unabhangigen Informationstibermittiung Uber den Stand der wissenschaftlichen
Ergebnisse nimmt das ECVAM eine bedeutende Stellung in der Validierung von in
der Forschung entwickelten in vitro-Testmethoden ein, die nach Anerkennung durch
den Gesetzgeber rechtlichen Charakter bekommen kénnen (ECVAM 2004).

Als Ersatz fur Tierversuche in Biotransformationsstudien finden verschiedene
in vitro-Systeme wie isolierte perfundierte Organe, Leberdinnschnitte (,liver slices®),
primare Zellkulturen, Zelllinien, subzellulare Fraktionen wie Mitochondrien und
Mikrosomen oder gereinigte und rekombinant gewonnene Enzyme Anwendung (Abb.
1.14). Neben der ethischen Vertretbarkeit weist der Einsatz von in vitro-Systemen
mehrere Vorteile wie eine einfache Kontrolle von Testbedingungen, groRere
Flexibilitat in der experimentellen Durchfihrung, keine Interaktionen mit anderen
Organen und dadurch leichtere Interpretation der Ergebnisse, groRe Probenkapazitat
und Einsatz geringerer Mengen an Testsubstanzen auf. Nachteilig sind jedoch die
Entfernung von der in vivo-Situation und der damit verbundene Verlust von
pharmakokinetischen Interaktionen sowie die schwierigere Extrapolation der
in vitro-Daten (Lindl und Bauer 1994, Brandon et al. 2003).



18 Einfihrung

Zunehmende Komplexitat und
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Abbildung 1.14 In vitro-Modelle fiir Biotransformationsstudien (nach Brandon et
al. 2003)

1.1.5 Einsatz von Hepatozytenkulturen in Forschung und Therapie

Aufgrund mehrerer Vorteile (Tab. 1.2) gegenluber anderen unter 1.1.4 beschriebenen
in vitro-Modellen sind die Einsatzmoglichkeiten von primaren Hepatozytenkulturen in
der Forschung vielfaltig. Wahrend mit isolierten Enzymen, Zytosol und subzellularen
Fraktionen, die nur bestimmte Enzyme enthalten, lediglich ausgewahlte Reaktionen
untersucht werden konnen, ist der Einsatz der komplexeren Leberdinnschnitte und
der isolierten Lebern aufgrund von rasch einsetzenden degenerativen Prozessen
sowie langsamer Diffusion von Substanzen durch das Gewebe limitiert (Brandon et
al. 2003). Neben Untersuchungen zum Metabolismus neu synthetisierter
Verbindungen in der Forschung (Guillouzo et al. 1993) finden Hepatozytenkulturen
auch in aufwendigeren Interaktions- und Induktionsstudien (Blaauboer et al. 1994)
sowie zur Bestimmung von zytotoxischen und hepatotoxischen Eigenschaften
potenzieller Wirkstoffe (Gdmez-Lechén et al. 2001) Anwendung. Sie stellen

aulRerdem ein geeignetes in vitro-Modell zur Beurteilung von Transportprozessen,



Einfihrung 19

Clearancevorgangen und zur Quantifizierung von Biotransformationsreaktionen dar
(MacGregor et al. 2001, Bachmann et al. 2003).

Trotz der aufwendigen und zeitintensiven Hepatozytenisolierung werden heute in
Zeiten der kombinatorischen Chemie und des ,high throughput screenings® die
beschriebenen in vitro-Tests mit Hepatozytenkulturen zur Selektion von
Arzneistoffkandidaten in einem frlhen Stadium der Arzneistoffentwicklung
eingesetzt, damit nur auserwahlte Verbindungen mit akzeptabler Nutzen-Risiko-
Abschatzung weitere kostspielige Testphasen durchlaufen (Hamilton et al. 2002,
Kern et al. 2002).

Flir Metabolismus-, Clearance- und Induktionsstudien sind gute in vitro-
in vivo-Korrelationen nachgewiesen worden (Andersson et al. 2001, LeCluyse 2001,
Lau et al. 2002).

Tabelle 1.2 Vor- und Nachteile von primédren Hepatozyten gegeniiber anderen
in vitro-Modellen (Berry et al. 1991, LeCluyse 2001, Brandon et al. 2003)

Vorteile Nachteile

Etabliertes und charakterisiertes System Zeitintensive und arbeitsaufwendige
Gewinnung

Lebensdauer mehrere Tage bis Wochen Zellschaden wahrend Isolierung

Physiologisches Milieu (pH, Cofaktoren) des  Studien nur mit vorselektierten Zellen
Zellsystems madglich

Untersuchung von Konkurrenz- und Kostenintensiv
Folgereaktionen moglich

Enzyminduktionsstudien mdglich
Kryokonservierung moéglich
Gute in vitro-in vivo-Korrelation

Intakte Transportsysteme

Bedingt durch wachsenden Humanorganmangel und damit verbundene lange
Wartezeiten fur allogene Organtransplantationen wuchs im letzten Jahrzehnt die
Hoffnung auf Erfolg versprechende Transplantationen von Tierorganen auf den
Menschen (Hammer 2000).
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GroRe Ubereinstimmungen in der Anatomie und Physiologie porciner Lebern mit
denen der Menschen und ausreichende Verfugbarkeit an Schweinelebern steigerten
das Interesse an der Erforschung des Metabolismus im Schwein (Skaanild und Friis
1997, Donato et al. 1999, Jurima-Romet et al. 2000, Soucek et al. 2001, Sheil 2002).
Erkenntnisse, inwieweit Enzyme des Schweins Fremd- und Arzneistoffe in gleicher
Weise metabolisieren wie die Enzyme des Menschen, sind hierbei von groler
Bedeutung. Trotz der Beherrschung der Ubertragung von porcinen endogenen Viren
auf den Menschen und der mdglichen genetischen Modulation der Tiere, um
immunologisch bedingte OrganabstoRungsreaktionen beim Menschen zu verhindern,
stellt die Xenotransplantation weiterhin eine sehr grof3e Herausforderung an
Naturwissenschaftler und Mediziner dar (Hammer 2000, Sheil 2002).

Gute Fortschritte werden auch bei der Erforschung extrakorporaler Leberhilfs-
systeme gemacht. Hierbei kommen in unterschiedlich aufgebauten Bioreaktoren
kultivierte und somit immobilisierte humane bzw. porcine Hepatozyten oder ganze
Organe des Schweins zum Einsatz (Dixit und Gitnick 1996, Horslen et al. 2000,
De Bartolo und Bader 2001). Im Fall von akutem Leberversagen kdnnen diese
kinstlichen Lebern bzw. diese extrakorporale Leberperfusion die Funktion der
Patientenleber fur einige Stunden bis zu mehreren Tagen Ubernehmen und so die

Zeit bis zur Transplantation Uberbricken.

1.1.6 Biotransformation stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen

In fast allen Arzneistoffen kommt Stickstoff als Bestandteil verschiedener
funktioneller Gruppen vor, die sowohl Phase [-Reaktionen wie Oxidation, Reduktion
und Hydrolyse als auch Konjugationen unterliegen konnen.

N-Oxygenierungen zu N-Oxiden und N-hydroxylierten Verbindungen werden
hauptsachlich durch Cytochrom P450 und die flavinhaltige Monooxygenase (FMO)
katalysiert (Ziegler 1988, Testa 1995d). Beide in der Membran des Endoplas-
matischen Retikulums lokalisierten Enzymsysteme bevorzugen NADPH als
Cosubstrat und fuhren trotz unterschiedlicher Mechanismen zu gleichen Reaktions-
produkten. Nachdem N-Oxygenierungen von aromatischen (Kiese 1959) und

aliphatischen Aminen (Coutts und Beckett 1977) ebenso beschrieben wurden wie die
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Bildung von N-Oxiden aus tertiaren Aminen (Rose und Castagnoli 1983), konnte
Clement erstmals den oxidativen Metabolismus stark basischer stickstoffhaltiger
Gruppen zeigen (Clement 1983, Clement und Zimmermann 1988). Weitere Arbeiten
beschaftigten sich mit der N-Oxygenierung von Isothioharnstoffen (Clement und
Wissel 1991), von N-substituierten und N-unsubstituierten Guanidinen (Clement und
Kunze 1993, Clement et al. 1993c) sowie Amidinohydrazonen (Clement et al. 1996).
Imine und Azoverbindungen werden durch Cytochrom P450 zu Oximen bzw. Azoxy-
Derivaten umgesetzt (Prough et al. 1984, Ubersicht Clement 1998).

Im Gegensatz zu den oxidativen Metabolisierungen gibt es im Allgemeinen wenige
Erkenntnisse zu Reduktionen stickstoffhaltiger Xenobiotika. Eine Vielzahl an
unterschiedlichen Enzymen ist an den reduktiven Biotransformationsreaktionen, die
meist nur unter anaeroben Bedingungen nachgewiesen wurden, beteiligt (Testa
1995f). Da der menschliche Organismus einer guten Sauerstoffversorgung unterliegt,
ist ihre in vivo-Relevanz jedoch fraglich. Mittlerweile wurden durch Cytochrom P450-
katalysierte N-Reduktionen verschiedener N-hydroxylierter Verbindungen wie
Amidoximen, N-Hydroxyguanidinen, N-Hydroxyamidinohydrazonen und N-Methyl-

hydroxylamin unter aeroben Bedingungen nachgewiesen (Clement 1998).

An Phase I-Reaktionen der stickstoffhaltigen Verbindungen kdnnen sich, wie unter
1.1.3 beschrieben, Phase [Il-Umsetzungen anschlieen. Glucuronidierungen,
Sulfatierungen und Acetylierungen des Stickstoffs sind hierbei ebenso madglich wie
Konjugationen an Sauerstoffatomen (Tab. 1.1). Eine bedeutende Rolle in Hinblick auf
die Eliminierung nimmt die O-Glucuronidierung von N-oxidierten Verbindungen bzw.
die N-Glucuronidierung von tertiaren Aminen ein (Jansen et al. 1992, Sakamoto et al.
1993, Ismail et al. 2002, Santi et al. 2002). Im Fall von hydroxylierten
heterozyklischen Aminen (Hydroxylaminen) wie den so genannten Food-Mutagenen
bewirkt eine N-Konjugation der N-Hydroxyfunktion (Glucuronidierung, Sulfatierung
oder Acetylierung) jedoch eine Toxifizierung, die auf der Instabilitat dieser
Phase II-Metaboliten beruht. Durch Zerfall dieser Verbindungen entstehen sehr
reaktive, mutagen und karzinogen wirkende Arylnitrenium-lonen (Gooderham et al.
2001, Malfatti und Felton 2001). Allerdings weisen N-O-Glucuronide des N-Hydroxy-
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2-acetylaminofluorens eine deutlich geringere Aktivitat auf als die entsprechenden
O-Sulfate (Ritter 2000).

Nachdem bereits in vivo-Studien mit Ratten und Kaninchen Hinweise auf die
O-Glucuronidierung und O-Sulfatierung eines Amidoxims gaben (Clement et al.
1993b), gelang Clement et al. (2001) erstmals der direkte Nachweis der Bildung von
Benzamidoxim-O-glucuronid und -O-sulfat in Schweinehepatozytenkulturen. Die im
Ames-Test mutagene Eigenschaften aufweisende O-Acetylverbindung des
Benzamidoxims konnte jedoch nicht detektiert werden. Entsprechende
Phase II-Studien von N-hydroxylierten Guanidinen bzw. N-hydroxylierten Amidino-

hydrazonen wurden bisher noch nicht durchgefuhrt.

1.1.7 Enzyminduktion

Eine Vielzahl von Xenobiotika mit unterschiedlichen Strukturen, aber auch endogene
Verbindungen kénnen eine vermehrte Bildung von Enzymen induzieren (Morgan et
al. 1998). Die Induktion ist durch einen schnellen Wirkeintritt, eine Dosis-
Wirkungsabhangigkeit und eine begrenzte Effektstarke sowie durch ihre
Reversibilitat gekennzeichnet. Nach Absetzen der induzierenden Substanz sinkt die
Enzymkapazitat innerhalb von einigen Tagen bis Wochen wieder auf das
ursprungliche Niveau (Forth et al. 2001). Es kdnnen sowohl Phase I-Enzyme wie die
Cytochrom P450-Isoenzyme  als  auch Phase lI-Enzyme  wie UDP-
Glucuronyltransferasen, Glutathion-S-Transferasen oder Sulfotransferasen durch
Induktoren in ihrer Expression beeinflusst werden (Morgan et al. 1998, Desille et al.
1999, Langsch und Bader 2001). Die Einteilung der exogenen Induktoren des
Cytochrom P450-Enzymsystems erfolgt anhand von Prototypen in drei verschiedene
Gruppen (Tab. 1.3).
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Tabelle 1.3  Einteilung der Induktion der Cytochrom P450-Enzyme (Zelko und Negishi
2000, Mutschler et al. 2001)

Induktortyp Induktoren (Bsp.) Zytosolischer Ausbildung Hauptséachlich
Rezeptor von beeinflusste
Dimeren CYP-Gene

Methylcholanthren-  Polyzyklische AhR AhR/ARNT  CYP1A
Typ aromatische
Kohlenwasserstoffe

Phenobarbital-Typ Phenobarbital, CAR CAR/RXR CYP2
Steroidhormone

Rifampicin-Typ Rifampicin, PXR PXR/RXR CYP3A
Dexamethason,

Pregnenolon-
16a-carbonitril

Ah = aryl hydrocarbon, AhR = aryl hydrocarbon receptor, ARNT = Ah receptor nuclear
translocator, CAR = constitutive androstane receptor, PXR = pregnane X receptor, RXR =
retinoid X receptor

Induktoren vom Methylcholanthren-Typ beeinflussen die Bildung von CYP1A-
Enzymen, wahrend Phenobarbital sowie Steroidhormone hauptsachlich die
Expression der Enzyme der CYP2-Unterfamilie verandern. Substanzen des
Rifampicin-Typs zeichnen sich durch den Einfluss auf die CYP3A-Gene aus. Der
Mechanismus der Induktion ist exemplarisch am Beispiel des Methylcholanthren-
Typs in Abbildung 1.15 dargestellt. Die Induktoren binden zunachst an den im
Zytosol vorliegenden Ah-Rezeptor. Nach Tyrosinkinase-vermittelter Abspaltung eines
ebenfalls an den Ah-Rezeptor gebundenen Hitze-Schock-Proteins (HSP90) gelangt
der Induktor-Rezeptor-Komplex mittels aktiver Transportprozesse in den Zellkern
(Morgan et al. 1998). Dort bildet er mit dem ARNT-Protein (,Ah receptor nuclear
translocator) ein Heterodimer aus, das nun an XRE-Strukturen (,xenobiotic
responsive element”) auf der DNA binden kann. Dies fuhrt Gber weitere, vermutlich
Proteinkinase C gesteuerte, Regulierungsschritte zur Aktivierung eines bestimmten
Genabschnitts und somit zu einer gesteigerten Transkription und Translation
(Morgan et al. 1998).
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Abbildung 1.15 Molekularer Mechanismus der Induktion vom Methylcholanthren-
Typ (nach Mutschler et al. 2001)
Ah = aryl hydrocarbon, ARNT = Ah receptor nuclear translocator, HSP
= heat shock protein, XRE = xenobiotic responsive element

Der zytosolische PPARa (,peroxisome proliferator activated receptor alpha“), der mit
dem Retinoid-Rezeptor (RXR) im Zellkern heterodimere Strukturen bildet, spielt eine
entscheidende Rolle in der Induktion von CYP4A-Isoenzymen. Diese Induktoren
weisen ebenso wie die des Rifampicin-Typs ein gro3es unterschiedliches

Strukturspektrum auf (Savas et al. 1999).

Eine langer andauernde medikamentose Therapie mit Enzyminduktoren fuhrt
aufgrund gesteigerter Abbaukapazitat des vermehrt gebildeten Proteins zu einer
Erniedrigung der Plasmakonzentrationsspiegel von Arzneistoffen und kdrpereigenen
Wirkstoffen und somit zu Schwankungen in der Pharmakokinetik. Sind die
Abbauprodukte pharmakologisch weniger aktiv, resultiert daraus eine verminderte

Wirksamkeit, was ein Therapieversagen nach sich ziehen kann (Smith 2000). Im
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Falle von gleichzeitig verabreichten anderen Medikamenten koénnen folglich
schwerwiegende Arzneimittelwechselwirkungen, wie z.B. verringerte immun-
suppressive Effekte von Ciclosporin A bei gleichzeitiger Rifampicin-Gabe oder eine
verstarkte Blutgerinnung bei Comedikation von Warfarin und Phenobarbital, eintreten
(Plant und Gibson 2003, Roymans et al. 2004).

Tabelle 1.4 gibt einen Uberblick (iber einige humane Cytochrom P450-Induktoren

und CYP-Isoenzym typische Reaktionen.
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Tabelle 1.4 Ubersicht einiger humaner CYP-Isoenzyme, deren Induktoren und
Substratreaktionen (Rendic und Di Carlo 1997, Kostrubsky et al. 1999,
Donato et al. 2000, Madan et al. 2003, Raucy 2003)

Humane
CYP-lsoenzyme

Induktoren

Substratreaktionen

1A2

2A6

2B6

2C8

2C9

2C18

2C19

2D6

2E1

3A4

Dihydralazin, Omeprazol,
Lansoprazol, 3-Methylchol-
anthren, g-Naphthoflavon,
PAHs, PCBs, TCDD

Phenobarbital, Pyrazol
(geringe Effekte)

Clofibrinsaure, Phenobarbital,
Rifampicin
Rifampicin, Phenobarbital,

Phenytoin

Phenobarbital, Rifampicin

Rifampicin

Phenobarbital, Phenytoin,
Rifampicin

Unbekannt

Ethanol, Isoniazid,
Phenobarbital, Rifampicin

Carbamazepin,
Dexamethason, Metyrapon,
Omeprazol, Phenobarbital,
Phenylbutazon, Phenytoin,
Prednison, Quercetin,

Rifampicin, Sulfadimidin, Taxol

Coffeindemethylierung
7-Ethoxyresorufin-O-deethylierung
Phenacetin-O-deethylierung

Cumarin-7-hydroxylierung

7-Benzyloxyresorufin-O-debenzylierung
7-Pentoxyresorufin-O-depentylierung
S-Mephenytoin-N-demethylierung

Tolbutamidmethylhydroxylierung

Diclofenac-4’-hydroxylierung
Phenytoin-4’-hydroxylierung
Tolbutamidmethylhydroxylierung

S-Mephenytoin-4’-hydroxylierung

S-Mephenytoin-4’-hydroxylierung
Omeprazol-5-hydroxylierung

Bufuralol-1-hydroxylierung
Debrisoquin-4-hydroxylierung
Dextromethorphan-O-demethylierung
Spartein-C-oxidationen

Anilin-4-hydroxylierung
Chlorzoxazon-6-hydroxylierung
p-Nitrophenolhydroxylierung

Dapson-N-hydroxylierung
Erythromycin-N-demethylierung
Lidocain-N-deethylierung
Midazolam-1-hydroxylierung
Nifedipinoxidation
Testosteron-6p-hydroxylierung

PAHs = Polyzyklische Kohlenwasserstoffe, PCBs = Polychlorierte Biphenyle, TCDD =
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin
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Die beschriebenen Folgen der Enzyminduktionen verdeutlichen die Notwendigkeit
der Aufdeckung dieser Phanomene fir die Entwicklung von sicheren Arzneimitteln.
Die Testung auf induktive Eigenschaften der Arzneistoffkandidaten sollte bereits im
Forschungsstadium oder spatestens in der praklinischen Phase erfolgen, damit
gegebenenfalls grollere finanzielle Verluste verhindert werden kdnnen (Roymans et
al. 2004). Fur diese Untersuchungen sind allgemein zwei Methoden bekannt, zum
einen die in vivo-Studien mit anschlieBender Mikrosomengewinnung und zum
anderen die Induktion von Enzymen in vitro in Hepatozytenkulturen. Wahrend diese
Studien friher hauptsachlich in Ratten durchgefuhrt wurden (Silva et al. 1998), wird
heute aufgrund von Speziesunterschieden die in vitro-Testung mit humanen
Hepatozytenkulturen als die Methode der Wahl angesehen (LeCluyse 2001). Eine
nicht ausreichende Verfugbarkeit gesunder humaner Lebergewebe sowie ethische,
rechtliche und nicht zuletzt 6konomische Grinde begrenzen den Einsatz dieser
menschlichen Zellen (Skett et al. 1995, Monshouwer et al. 1998), so dass alternative
Maoglichkeiten, wie z. B. der Einsatz von porcinen Hepatozytenkulturen, verstarkt

erforscht werden (vgl. 6.1.1).
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1.2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Hepatozytenkulturen, die die in vivo-Bedingungen in einem groen Ausmal}
nachahmen, gelten als geeignetes in vitro-Modell fir Studien zur Aufklarung des
Metabolismus und von potenziellen Interaktionen (LeCluyse 2001). Zellen sowohl der
Spezies Ratte als auch des Menschen stellen aufgrund grof3er Speziesunterschiede
bzw. mangelnder Verfligbarkeit hierfur allerdings keine geeigneten Enzymquellen dar
(Li et al. 1997). Vorangegangene Studien beschaftigten sich folglich mit der Suche
nach Alternativen und zeigten Hinweise auf die Eignung von porcinen
Leberparenchymzellen fur den benannten Einsatz (Zuber et al. 2002). Folglich war
das Ziel der vorliegenden Arbeit zunachst, anhand einer im Arbeitskreis bekannten
Methode Schweinehepatozyten zu isolieren und zu kultivieren, um diese flr weitere
Testungen einsetzen zu koénnen. Durch die Optimierung bestimmter
Prozessparameter sollten Zellausbeute, Vitalitat und metabolische Kompetenz, die in
Hinblick auf die Aktivitat der Phase |- und Phase lI-Enzyme mittels mehrerer
Markerreaktionen zu bestimmen war, gesteigert werden.

Da bisher nur wenige oder keine Erkenntnisse Uber Phase II-Reaktionen von
Guanidinen und Amidinohydrazonen vorlagen, wurden die Modellverbindungen
Debrisoquin  (Guanidin) und Guanabenz (Amidinohydrazon) sowie deren
entsprechende N-hydroxylierte Verbindungen bezuglich ihres Metabolismus anhand
porciner Hepatozytenkulturen  untersucht.  Aufgrund der guten in vitro-
in vivo-Korrelation dieses Testsystems waren Studien bezuglich des mit Mikrosomen
gezeigten metabolischen Zyklus zwischen Reduktion und Oxidation in Hinblick auf
die Detoxifizierung des im Ames-Test mutagenen Guanoxabenz von besonderem
Interesse (Clement et al. 1996). Hierzu war es zunachst erforderlich, geeignete

chromatographische und massenspektrometrische Methoden zu entwickeln.

Im Weiteren sollten humane Hepatozyten kultiviert werden, um mit diesen den
Phase I- und Phase II-Metabolismus von Amidoximen und Amidinen anhand der
Modellverbindungen Benzamidoxim und Benzamidin, Uber die bereits Ergebnisse
aus Untersuchungen mit Schweinehepatozytenkulturen vorlagen (Clement et al.
2001), zu bestimmen. Da Amidoxime ein bekanntes Prodrug-Prinzip mehrerer
zugelassener Arzneistoffe darstellen (Clement 2002), sind die Erkenntnisse dieser

Studien in diesem in vitro-System sehr bedeutend. Ferner sollte anhand eines
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Vergleichs der in beiden Spezies (Schwein, Mensch) gebildeten Biotransformations-
produkte der Substrate Benzamidoxim, Benzamidin, N-Hydroxydebrisoquin und
Debrisoquin die Eignung des Einsatzes von porcinen Hepatozytenkulturen fir

Metabolismusstudien Uberpruft und gegebenenfalls bestatigt werden.

Uber die Beteiligung einzelner Isoenzyme der UDP-Glucuronyltransferasen an der
O- bzw. N-Glucuronidierung von N-hydroxylierten Amidinen, Guanidinen und
Amidinohydrazonen ist bisher wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit sollte
deshalb dieser Sachverhalt aufgeklart werden. Hierfur mussten zur Bestimmung der
Enzymaktivitat der einzelnen UGTs HPLC-Methoden in Anlehnung an
Literaturvorschriften neu etabliert werden. Im menschlichen Organismus dient die
Glucuronidierung Uberwiegend der Hydrophiliesteigerung und somit der Elimination
und Entgiftung von Xenobiotika. Da aufgrund genetischer Polymorphismen grol3e
interindividuelle Unterschiede bezlglich dieser Konjugation auftreten kénnen (Fisher
et al. 2001), ist es wichtig, die Beteiligung bestimmter UGT-Isoenzyme an der
Glucuronidierung von diesen bekannten, in verschiedenen Wirkstoffen enthaltenen
funktionellen Gruppen zu kennen. Aulerdem wurde erhofft, anhand der
Substratspezifitat der UGTs Erkenntnisse zur Aufklarung des Glucuronidierungsortes

im Molekul zu erhalten.

Unter ethischen und Tierschutz-Aspekten ist es von grof3er Wichtigkeit nicht nur fir
Metabolismus-, sondern auch fiur Interaktionsstudien ein geeignetes in vitro-Modell
mit tierischen Zellen zu entwickeln, das in der Lage ist, Arzneistoffkandidaten in
einem groRen Umfang auf potenzielle induzierende Eigenschaften in einem friihen
Stadium der pharmazeutischen Entwicklung zu testen, um so Vorhersagen zu
moglichen Wechselwirkungen mit anderen Arzneistoffen treffen zu kdnnen. Deshalb
sollte mit dieser Arbeit hierzu ein Beitrag geleistet werden. Es galt zunachst, die
literaturbekannte Methode anhand von im Schwein nachgewiesenen Induktoren
bestimmter Isoenzyme, die fur die Umsetzung zahlreicher Arzneistoffe verantwortlich
sind, im Arbeitskreis zu etablieren. Im Folgenden sollte die Induktion des CYP1A2
durch Omeprazol erstmals in Hepatozytenkulturen des Deutschen Hausschweins
untersucht und so magliche Parallelen zur Induktion in menschlichen Zellen

aufgedeckt werden.
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2 Isolierung und Kultivierung von Hepatozyten

2.1 Einleitung
2.1.1 Allgemeine Betrachtungen

Ab 1950 gab es erste Versuche, Hepatozyten zu isolieren (Berry et al. 1997). Eine
Behandlung des Gewebematerials mit calciumfreiem Medium bewirkte ein Aufldésen
der Zellverbande wund fihrte zur Separation der Zellen. Durch diese
Isolierungsmethode wurden allerdings die Zellwande der Hepatozyten groftenteils
beschadigt und Enzyme des Zytoplasmas gingen verloren.

1967 beschrieben Howard et al. den erfolgreichen Einsatz von Kollagenase im
Isolierungsprozess. Intakte Rattenhepatozyten konnten aus Leberdlinnschnitten
(Jliver slices®) gewonnen werden. Die Ein-Stufen-Kollagenase-Perfusion der
gesamten Rattenleber in situ fUhrte im Gegensatz zur Verwendung von Leberdinn-
schnitten zur deutlichen Verbesserung der Zellausbeute (Berry und Friend 1969).
Seglen (1976) optimierte die Methode, indem er das Lebermaterial einer Zwei-
Stufen-Perfusion unterzog. Im ersten Schritt wurde mit calciumfreiem Puffer
perfundiert, um die zellulare Adhasion zu verringern, wahrend die Aktivitat der
calciumabhangigen Kollagenase durch Zusatz von Calcium-lonen im folgenden
Medium erhoht wurde. Reese und Byard (1981) Ubertrugen dieses Zwei-Stufen-
Modell auf weitere Spezies wie Kaninchen, Meerschweinchen, Hund und Mensch.
Schweinehepatozyten werden heutzutage nach diesem weit verbreiteten Modell
gewonnen (Behnia et al. 2000, Skaanild und Friis 2000, Clement et al. 2001, Liu
et al. 2004).

H,C CH,
NH, OH . . OH NH,
NaO,S I I SO,Na NaO,S l l SO,Na

Abbildung 2.1 Trypanblau zur Bestimmung der Vitalitat in Zellsuspensionen
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Der Erfolg der Separation wird Uber die Parameter Ausbeute und Vitalitat beurteilt
(Abb. 2.1). Der Farbstoff Trypanblau farbt Zellen mit zerstorter Zellwand an, wahrend

intakte Zellen ihn nicht aufnehmen (Lindl und Bauer 1994).

Isolierte Hepatozyten finden fur Metabolismusstudien sowohl als Zellsuspensionen
als auch in Form von Zellkulturen Anwendung. Suspendierte Hepatozyten sind nur
ca. vier Stunden lebensfahig (Berry et al. 1991). Eine rapide Abnahme der Enzym-
aktivitdt von Cytochrom P450 begrenzt deshalb den Einsatz dieser Zellen auf
Kurzzeituntersuchungen (Gebhardt et al. 2003).

Bereits 1973 nutzten Bissell et al. die adharenten Eigenschaften der Hepatozyten
aus und beschrieben als Erste die Kultivierung von Leberzellen in einem Monolayer-
Modell. Die Hepatozyten bilden hierbei einen aus einer Zellschicht bestehenden
Zellrasen auf Zellkulturoberflachen. Die Anordnung von Zellen zwischen zwei
Kollagengelschichten wird als Sandwich-Kultur bezeichnet, welche in einem noch
grolkeren Umfang die in vivo-Bedingungen nachahmt als die Monolayer-Kultur (Dunn
et al. 1989, Kern et al. 1997). Metabolische Aktivitaten und lebertypische Eigen-
schaften bleiben deshalb Uber einen langeren Zeitraum erhalten (Nussler et al.
2001). Weitere Zellkulturmodelle wie 3D-Bioreaktoren, in denen mittels drei
unabhangiger Kapillarsysteme kontinuierlich ein Austausch von Gas, Medium und
Zellprodukten stattfindet (Nussler et al. 2001), und Kokulturen mit nicht-
parenchymatischen Sinusoidal- oder Kupfferzellen (Davis 1994, Gebhardt et al.
2003) haben sich bis heute fur den Einsatz in Metabolismusstudien nicht
durchgesetzt (Abb. 2.2).
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Abbildung 2.2 Ubersicht verschiedener Kultivierungsmodelle (nach Bader et al.
1996, Nussler et al. 2001): 1 Medium, 2 Kollagengel, 3 Hepato-
zyten, 4 Nicht-Parenchymzellen, 5 Kapillarsystem

Neben dem Kultivierungsmodell ist auch die Auswahl des verwendeten
Kulturmediums entscheidend. Skett (1994) beschrieb, dass bei Verwendung von
unterschiedlichen Kulturmedien um den Faktor zehn abweichende Enzymaktivitaten
auftraten. Neben einer Verlangerung der Kultivierungsdauer koénnen weitere
Medienzusatze wie Hormone und Wachstumsfaktoren eine Entfernung des
in vitro-Modells von den in vivo-Bedingungen bewirken. Folglich ware eine
Harmonisierung der Kultivierungsmethoden zur besseren Vergleichbarkeit von
Studien verschiedener Laboratorien wunschenswert. Erste Empfehlungen zur
Kultivierung von Hepatozyten publizierte das ECVAM (European Center for the
Validation of Alternative Methods) im Jahre 1994, weitere Validierungsstudien sollten
folgen (Blaauboer et al. 1994).

Neben Studien mit frisch isolierten Hepatozyten wachst das Interesse an der
Forschung zur Kryokonservierung von Leberzellen, das durch den mdglichen Einsatz
von kryokonservierten Zellen im kunstlichen Lebermodell (Chen et al. 2001) und die
begrenzte Verfligbarkeit von humanen Leberproben hervorgerufen wurde (Li et al.

1999). Wahrend Metabolismus-, Zytotoxizitats- und Inhibitionsstudien mit kryokon-
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servierten Zellen bereits seit einigen Jahren durchgefuhrt wurden (Li et al. 1999),
sind kryokonservierte Hepatozyten als Modell flr Induktionsstudien, also Langzeit-

untersuchungen, erst im Jahre 2004 beschrieben worden (Roymans et al. 2004).

2.1.2 Zielsetzung

Vorangegangene Studien im Arbeitskreis beschaftigten sich mit der Isolierung von
Ratten-, Schweine- und humanen Hepatozyten (Wohlers 1994, Christiansen 2000).
Zellen der drei Spezies konnten von Christiansen (2000) kultiviert und charakterisiert
werden. Aufgrund bestehender Speziesunterschiede zwischen dem Nager Ratte und
dem Menschen wurden in der vorliegenden Arbeit Metabolismus- und
Interaktionsstudien nur mit porcinen und humanen Hepatozyten durchgefuhrt (Li et
al. 1997, Olsen et al. 1997). Die von Christiansen (2000) beschriebene Methode zur
Gewinnung von Schweinehepatozyten sollte fortgefiihrt und bezlglich einiger
Prozessparameter weiterentwickelt werden. Eine ausreichende Ausbeute und
Vitalitat der porcinen Zellen sollten eine anschliel3ende Kultivierung ermdglichen, um
einen raschen Enzymverlust von suspendierten Hepatozyten zu vermeiden. Eine
begrenzte Verfugbarkeit von humanem Lebergewebe und eine eingeschrankte
Vitalitdt dieser von Tumorpatienten gewonnenen Zellen (Christiansen 2000)
veranlasste uns, auf eine Isolierung von frischen humanen Hepatozyten zu
verzichten. Um die in vitro-Biotransformation mit kultivierten Hepatozyten der zwei
Spezies Schwein und Mensch im Weiteren vergleichen zu kdnnen, sollte erstmals im
Arbeitskreis die Kultivierung von gekauften kryokonservierten humanen Hepatozyten

durchgefihrt werden.
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2.2 Methoden
2.2.1 Isolierung von Schweinehepatozyten
2.2.1.1 Versuchsdurchfuhrung

Schlachtfrisches Lebergewebe von deutschen Kreuzungsschweinen wurde von
einem lokalen Schlachthof bezogen und in eisgekuhltem calciumfreien Krebs-Ringer-
Puffer pH 7,4 transportiert. Die Zeit zwischen der Schlachtung und dem Beginn der
Perfusion betrug weniger als 50 min. Die Perfusion erfolgte nach der von
Christiansen (2000) modifizierten Vorschrift, die in Anlehnung an die Methoden von
Reese und Byard (1981) und Bader et al. (1992) entwickelt wurde. Im Folgenden
sollen deshalb nur ein Uberblick Uber den Ablauf der Isolierung gegeben und

abweichende Prozessparameter detaillierter beschrieben werden.

Nur unversehrte Leberendsticke mit glatter Schnittkante, die deutlich sichtbare
GefaRoffnungen aufwiesen, wurden zur Zwei-Stufen-Perfusion herangezogen. Die
zur Perfusion verwendeten Praperfusions- und Perfusionspuffer wurden frisch
hergestellt und nicht autoklaviert. Einer moglichst vollstandigen Entblutung der
Leberprobe und der damit verbundenen Entfernung von Calciumionen mittels
Praperfusionspuffer (calcium- und magnesiumfreier Krebs-Ringer-Puffer mit EDTA)
im ersten Perfusionsschritt schloss sich eine 10 min andauernde Spllung mit dem
calciumhaltigen Krebs-Ringer-Puffer (Perfusionspuffer) an. Im rezirkulierenden
System wurde weitere 8 min mit einem Kollagenase Il enthaltenden Perfusionspuffer
(190 mg pro 120 ml) perfundiert. Nach Herauslosen der Zellen aus der Leberkapsel
und Filtration der groben Zellsuspension folgten drei Zentrifugationsgange zur
Abtrennung von toten Hepatozyten (50g, 4 min, 15°C). Nach jedem Waschschritt
wurde das Zellpellet in warmem Perfusionspuffer resuspendiert. Nach Abschluss
dieses Vorgangs wurden die Zellen in 37°C warmem Wiliams’ E Medium

aufgenommen.



Isolierung und Kultivierung von Hepatozyten 35

2.2.1.2 Bestimmung der Ausbeute und Vitalitat

Die Bestimmung der Ausbeute und Vitalitat wurde mittels Trypanblau-Ausschlusstest

in einer Neubauerkammer durchgefuhrt (Christiansen 2000).

2.2.2 Kultivierung von Schweinehepatozyten

Die Einstellung der Hepatozytensuspension auf eine Zellzahl von 1 x 10° pro ml
wurde mit Williams’ E Medium (+ Zusatze) vorgenommen, dessen Zusammen-
setzung in Tabelle 2.1 angegeben ist.

Im Anschluss wurden jeweils 3 ml dieser Hepatozytensuspension (ca. 3 x 10° Zellen)
auf Gewebekulturschalen pipettiert, die Schalen leicht geschwenkt und die Kulturen
90 min lang im Brutschrank bei 37°C, 5% CO; und 95% relativer Feuchte inkubiert.
Nach Ablauf dieses Zeitraums wurden tote, nicht adharente Zellen durch Wechsel
des Mediums (3 ml pro Schale) entfernt. Die Kultivierung erfolgte unter den
angegebenen Bedingungen im Brutschrank, wobei das Medium im Abstand von

jeweils 24 h erneuert wurde.

Tabelle 2.1 Medienzusammensetzung fiir die Kultivierung von Schweine-
hepatozyten (Williams’ E Medium + Zusiétze)

Bestandteil Konzentration im Medium
Glucagon 0,014 ug/ml
Prednisolon 9,6 pg/ml
Insulin 0,16 U/ml
Glutamin 2mM
Penicillin 150 U/ml
Streptomycin 150 pg/ml

Fotales Kalberserum 10%
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2.2.3 Aufarbeitung von kryokonservierten humanen Hepatozyten

Die kryokonservierten humanen Hepatozyten wurden entsprechend der Vorschrift
der Firma In Vitro Technologies aufgetaut.

Das Zellvial wurde aus dem mit flissigem Stickstoff befullten Behalter entnommen,
geoffnet und auf Eis gestellt, um eingedrungenen Stickstoff 5 min lang entweichen zu
lassen. Nach Verschluss des Vialdeckels wurde die Hepatozytensuspension rasch
im 37°C-warmen Wasserbad aufgetaut und anschliefend in 50 ml ,Hepatocyte
Thawing Medium® (37°C) suspendiert. Nach Zentrifugation (50g, 5 min, 20°C) wurde
das entstandene Zellpellet in 5ml ,Hepatocyte Plating Medium* (37°C)
resuspendiert.

2.2.4 Kultivierung von kryokonservierten humanen Hepatozyten

Unter aseptischen Bedingungen wurden 2 ml der Zellsuspension (ca. 2 x 10° Zellen)
auf jeweils eine Gewebekulturplatte pipettiert. Die Zellen wurden durch Schwenken
gleichmaldig verteilt und im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer
Luftfeuchte kultiviert. Nach 4 h wurde das ,Hepatocyte Plating Medium“ durch
.Hepatocyte Incubation Medium® ausgetauscht. Alle 24 h erfolgte dann eine weitere

Erneuerung des Mediums.
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2.3 Ergebnisse
2.3.1 Isolierung von Schweinehepatozyten

Tabelle 2.2 gibt die Grof3e des zur Isolierung herangezogenen Leberstlcks sowie die

Ausbeute und Vitalitat der Hepatozyten wieder.

Tabelle 2.2 Ausbeute und Vitalitat von Schweinehepatozyten

Schwein Gewicht des Ausbeute Ausbeute Vitalitat nach
Leberstiicks (x 102 Zellen) (x 10° Zellen/ Trypanblau-
(9) d Leber) anfarbung (%)
1 84 2,28 2,7 86,2
2 90 2,79 3,1 78,5
3 86 4,20 4,9 85,7
4 84 2,48 3,0 89,0
5 88 4,85 55 85,7
6 87 4,06 4,7 83,5

2.3.2 Kultivierung von Schweine- und Humanhepatozyten

Die Hepatozyten beider Spezies lielRen sich Uber einen Zeitraum von sieben Tagen
in Kultur halten. Nach dem Ausplattieren adharierten lebende Hepatozyten innerhalb
von 90 bzw. 240 Minuten an der Oberflache der Gewebekulturgefale. Tote oder
nicht-parenchymatische Zellen waren im Medium frei beweglich und wurden beim
Mediumswechsel entfernt. Zunachst wiesen die adharenten Hepatozyten eine runde
Form auf. Bereits innerhalb der nachsten 24 Stunden veranderten sie ihre Gestalt
und nahmen durch Spreiten Kontakt zu Nachbarzellen auf. Ein konfluenter Zellrasen

mit durchscheinenden Zellen breitete sich aus.
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2.4 Diskussion

Die Zwei-Stufen-Perfusion ist ein haufig angewandtes Verfahren zur Isolierung
porciner Hepatozyten. In der Literatur werden die durch den Trypan-Ausschlusstest
bestimmten Vitalitdten der Zellen zwischen 70-98% angegeben (Olsen et al. 1997,
Hosagrahara et al. 1999, Christiansen 2000, Hansen et al. 2000, Skaanild und Friis
2000, Liu et al. 2004). Die in dieser Arbeit erzielten Vitalitatswerte liegen im Bereich
von 78-89% und sind mit den publizierten Daten vergleichbar. Im Gegensatz dazu
sind Werte fur die Ausbeute in der Literatur nur selten aufgefiihrt. Hansen et al.
(2000) erhielten aus einem nicht ndher definierten Leberfragment 3 x 10° Zellen. Aus
Lebersticken mit einem Gewicht von 80-100 g isolierte Christiansen (2000)
durchschnittlich 2,1 x 10® Zellen. Dieser Wert entsprach 2,3 x 10° Zellen pro Gramm
perfundiertes Gewebe. Eine etwas hdhere Ausbeute von 1 x 10’ Hepatozyten pro
Gramm Lebermaterial konnte die Arbeitsgruppe um Koebe erhalten (Koebe et al.
1999). In der vorliegenden Arbeit wurden Ausbeuten von 2,7-5,5 x 10° Zellen pro
Gramm Leber erzielt. Somit konnte der Zellgewinn gegenuber der bisher im
Arbeitskreis verwendeten Isolierungsmethode (Christiansen 2000) nochmals leicht
gesteigert werden.

Eine menschliche Leber wiegt ca. 1,5kg und enthalt 1,2 x 108 Hepatozyten pro
Gramm Gewebe (lwatsubo et al. 1997). Entsprechend dazu betrug das
Gesamtgewicht der verwendeten Schweinelebern vor der Praparation ebenfalls
durchschnittlich 1,5 kg. Setzt man eine vergleichbare Hepatozytendichte in porciner
und humaner Leber voraus, dann konnten nur 3% der insgesamt vorhandenen

Hepatozyten per Zwei-Stufen-Isolierung gewonnen werden.

Kultivierte Hepatozyten weisen im Vergleich zu Hepatozyten in Suspension eine
deutlich langere Lebensdauer auf (Berry et al. 1991). Somit war es ein weiteres Ziel,
die Schweinehepatozyten, die ausreichend hohe Werte beziglich Vitalitat und
Ausbeute aufwiesen, zu kultivieren, um so einem schnell ablaufenden Enzymverlust
vorzubeugen.

Durch verschiedene Medienzusatze kann die Kultivierungsdauer verlangert und das
Enzymmuster der Hepatozyten verandert werden (Skett 1994). Deshalb wurde in
Anlehnung an die Methoden von Skett (1994), Bader et al. (1996) und Dabos et al.
(2004) in der durchgefuhrten Studie mit Williams’ E Medium gearbeitet, zu dem die
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beschriebenen Bestandteile hinzugefugt wurden. Diese Vorgehensweise stellt einen
Kompromiss zwischen langer Kultivierungsdauer und einer optimalen Annaherung an
die in vivo-Bedingungen dar. Da im Gegensatz zu den Studien von Christiansen
(2000) die Kultivierungsdauer der Hepatozyten auf eine Woche begrenzt werden
sollte, wurde die Antibiotika-Konzentration im Medium durch Reduzierung an die
ublichen Endkonzentrationen (Morgan und Darling 1994) angeglichen und so ein
potenzielles zytotoxisches Potenzial verringert.

Nussler et al. (2001) zeigten, dass innerhalb der ersten Kultivierungstage sowohl im
Monolayer- als auch im Sandwich-Modell gute metabolische Umsetzungen
gemessen werden konnten. Allerdings blieben nur im Sandwich-Modell die
Enzymaktivitaten Uber einen Zeitraum von 14 Tagen auf einem annahernd
konstanten Level. Da sich das Auffinden von Metaboliten in komplexeren Matrices
schwieriger gestaltet, wurden porcine und humane Hepatozyten als Monolayer
kultiviert und Biotransformationsuntersuchungen folglich nur innerhalb der ersten

vier Tage durchgeflhrt.

Primdre humane Hepatozytenkulturen stellen den Goldstandard in der
in vitro-Testung von Arzneistoffkandidaten und Umweltgiften dar (LeCluyse 2001).
Da der humane Hepatozytenpool aber begrenzt ist und das Interesse am Einsatz von
porcinen Hepatozyten in der kunstlichen Leber und fir Xenotransplantationen stetig
wachst (Sheil 2002), wurden in den letzten Jahren die Studien zu der Etablierung von
kultivierten Schweinehepatozyten als alternatives in vitro-Modell forciert (Skaanild
and Friis 1997, Skaanild and Friis 1999, Skaanild and Friis 2000, Jurima-Romet et al.
2000, Soucek et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb Studien mit
humanen und porcinen Hepatozyten durchgefihrt werden, um Gemeinsamkeiten
und potenzielle Unterschiede im Metabolismus stickstoffhaltiger Modellsubstanzen

aufzudecken.
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2.5 Zusammenfassung und Ausblick

Schweinehepatozyten wurden erfolgreich nach der beschriebenen Methode aus
frischem Lebergewebe isoliert. Im Vergleich zu friheren Studien konnte die
Ausbeute noch leicht gesteigert werden. Die anschlieRend durchgefuhrte Kultivierung
nach dem von Christiansen beschriebenen Verfahren verhinderte einen raschen
Enzymverlust. Im Arbeitskreis konnten erstmals kauflich erworbene kryokonservierte
humane Hepatozyten erfolgreich Kkultiviert werden. Die Kultivierungsmethoden
ermdglichten eine mehrtagige Uberlebensdauer der Zellen beider Spezies, so dass
die Hepatozyten somit einige Tage fur Biotransformationsuntersuchungen einsetzbar
waren.

In weiterflhrenden Studien sollte versucht werden, die Temperaturschwankungen
von Perfusionsbeginn bis zum Ausplattieren auf einem noch geringeren Niveau zu
halten, um so die Ausbeute bei der Isolierung weiter steigern zu konnen. Die
Kulturbedingungen sollten durch Variation der Mediumszusammensetzung optimiert
werden, so dass die in vivo-Bedingungen, die bei der Kultivierung nachgeahmt

werden sollen (Lindl und Bauer 1994), verstarkt bertcksichtigt werden.
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3 Charakterisierung von Hepatozyten

3.1 Einleitung
3.1.1 Aligemeine Betrachtungen

Der Nachweis der Qualitat von kultivierten Hepatozyten ist eine entscheidende
Voraussetzung fir den Einsatz der Zellen in Biotransformations- oder
Toxizitatsstudien. Vor jedem Experiment muss sichergestellt sein, dass sich die
Hepatozyten in vitro bezuglich bestimmter Parameter wie in naturlicher Umgebung
verhalten, damit eine Ubertragung von in vitro-Ergebnissen auf die in vivo-Situation
zulassig ist. Die Charakterisierung der Hepatozyten gewahrleistet aullerdem die
Reproduzierbarkeit  zwischen  verschiedenen  Zellpraparationen und die
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Studien in verschiedenen Laboratorien. Hierfur
stehen diverse Tests auf Vitalitat, leberspezifische Funktionen und Aktivitat

metabolisierender Enzyme zur Verfigung (Blaaubouer et al. 1994).

Der Trypanblau-Ausschlusstest, der auf Membrandefekten beruht, differenziert
lebende und tote Hepatozyten in Suspensionen (s. 2.1.1), er sagt aber nichts Uber
den Zustand der Zellen in Kultur aus. Die Bestimmung des zytosolischen Enzyms
Lactatdehydrogenase (LDH) zeigt hingegen das Ausmal} einer Zellschadigung an. Je
starker die Hepatozytenmembran beeintrachtigt ist, desto mehr LDH befindet sich im
Medium (Berry et al. 1991). LDH kann enzymatisch Uber die Bildung eines
Formazan-Farbstoffs nachgewiesen werden (z. B. Cytotoxicity Detection Kit). Hierbei
setzt LDH unter Verbrauch von NAD® Lactat zu Pyruvat um. Der Katalysator
Diaphorase Ubertragt das gebildete NADH+H" auf ein gelbes Tetrazoliumsalz, das
durch diese Reduktion in eine rote formazanhaltige Verbindung umgewandelt wird
(Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1 Photometrische Bestimmung der LDH-Freisetzung (ber die
Bildung eines roten Formazansalzes

Ein MaR fur den Erhalt leberspezifischer Funktionen ist die Bildung von bestimmten
Stoffwechselprodukten wie Harnstoff und Plasmaproteinen (Dabos et al. 2004).
Kultivierte Hepatozyten synthetisieren Albumin in Abhangigkeit von ihrem Zustand
und den Kulturbedingungen. Je besser die Konstitution der Zellen ist, desto mehr
Albumin produzieren sie (Guillouzo und Guguen-Guillouzo 1986). Die Bestimmung
terminaler Differenzierung kann Uber die Albuminsynthese, einem reprasentativen
Marker in vollentwickelten Phanotypen, erfolgen (Freshney 1990).

Weiterhin charakterisiert das metabolische Profil, also die Aktivitdt verschiedener
fremdstoffmetabolisierender Enzyme, den Zustand der Zellen. Zur Bestimmung der
Gesamtaktivitat von Cytochrom P450 wird meist die Umsetzung von
7-Ethoxycumarin zu 7-Hydroxycumarin herangezogen (Abb. 3.2), da an dieser
Reaktion viele CYP-Enzyme beteiligt sind (Bayliss et al. 1994).

m Cytochrom P450 m
H.C,O ) @) HO o) o)

52

7-Ethoxycumarin 7-Hydroxycumarin

Abbildung 3.2 7-Ethoxycumarin-O-deethylierung
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Markerreaktionen, bei denen Enzyme spezifisch Substrate umsetzen, geben die
Aktivitat von einzelnen Isoenzymen an. AusschlieBlich CYP1A1 und CYP1A2
katalysieren die O-Deethylierung von 7-Ethoxyresorufin (Abb. 3.3) in verschiedenen
Spezies (Weaver et al. 1994, Lu und Li 2001).

H.C,O @) O HO O @)

7-Ethoxyresorufin Resorufin

Abbildung 3.3 7-Ethoxyresorufin-O-deethylierung

Die P450-Unterfamilie 3A ist an zahlreichen fremdstoffmetabolisierenden Reaktionen
beteiligt und nimmt den gréRten Anteil der Cytochrom P450 Enzyme im humanen
Organismus ein. Fur das humane CYP3A4 ist die Testosteron-6B-hydroxylierung
eine Markerreaktion (Rendic und Di Carlo 1997). Mittels dieser Reaktion (Abb. 3.4)
wird auch auf die Aktivitat eines ahnlichen Isoenzyms im Schwein getestet (Witkamp
et al. 1995, Monshouwer et al. 1998).

OH
CH, OH ¢H

H.C

H,C porcines CYP3A29 ’
o O
OH
Testosteron 6,4-Hydroxytestosteron
Abbildung 3.4 Testosteron-6B-hydroxylierung durch das porcine CYP3A29

(Monshouwer et al. 1998, Soucek et al. 2001)

Phase II-Konjugationen wie die Glucuronidierung und die Sulfatierung stellen
wichtige Biotransformationsreaktionen dar, die meist zu hydrophilen Produkten
fuhren und somit einen Beitrag zur Detoxifizierung leisten (Coughtrie et al. 1998b,
Wells et al. 2004). Die Gesamtaktivitat der UDP-Glucuronyltransferasen und

Sulfotransferasen kann indirekt mittels der oben beschriebenen Deethylierungstests
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des 7-Ethoxycumarins bzw. 7-Ethoxyresorufins nachgewiesen werden, da in einem
Zellsystem sich der O-Dealkylierung Konjugationen an der dann freien phenolischen
Hydroxylgruppe anschlie®en koénnen. Ein weiteres haufig eingesetztes Modell zur
Bestimmung der Aktivitat der Phase II-Enzyme beruht auf der Glucuronidierung bzw.
Sulfatierung von 4-Nitrophenol (Croci and Williams 1985, Ubeaud et al. 2001, Diaz
and Squires 2003, Szotakova et al. 2004) (Abb. 3.5). Hierbei werden die Konjugate

mittels im Handel erhaltlicher Referenzsubstanzen quantifiziert.
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Glucuronosyltransferase

COOH
OH O
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4-Nitrophenol OH
O
OH
4-Nitrophenylglucuronid
Abbildung 3.5 Glucuronidierung und Sulfatierung von 4-Nitrophenol

3.1.2 Zielsetzung

Im Anschluss an die Kultivierung sollten die porcinen Hepatozyten naher
charakterisiert werden, um ihre Eignung zum Einsatz in weiterflhrenden
Metabolismus- und Induktionsstudien feststellen zu kénnen. Die Qualitat sollte
anhand der Vitalitat und der metabolischen Kompetenz der Zellen nachgewiesen
werden. Zu zeigen war die Vitalitat anhand zweier Parameter, der Lactatdehydro-

genasefreisetzung und der leberspezifischen Albuminsynthese. Zur Untersuchung
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der Aktivitat metabolisierender Leberenzyme sollten verschiedene Tests auf Phase I-
und Phase lI-Reaktionen, die detailliert von Christiansen (2000) beschrieben wurden,
durchgefuihrt werden. Die O-Deethylierung von 7-Ethoxycumarin dient zur
Bestimmung der P450-Gesamtaktivitat, hingegen kann mittels der Markersubstrate
7-Ethoxyresorufin und Testosteron spezifisch auf die porcinen CYP-Isoenzyme 1A1
und 3A29 getestet werden. Da in den folgenden Metabolismusstudien die
Phase II-Reaktionen besondere Beachtung finden sollten, war die Fahigkeit zur
Glucuronidierung und Sulfatierung in separaten Testansatzen mit dem Substrat
4-Nitrophenol zu Uberprifen. Unter Einbeziehung der Gesamtheit der beschriebenen
Parameter und deren Verlauf sollte eine Aussage Uber die Eignung der kultivierten

Hepatozyten flr folgende in vitro-Biotransformationsstudien gemacht werden.

3.2 Methoden

Die Firma In Vitro Technologies charakterisierte die kryokonservierten humanen
Hepatozyten bereits mittels verschiedener Markerreaktionen (Tab 3.1). Die folgenden
Methoden dienten deshalb nur zur Charakterisierung der Kkultivierten

Schweinehepatozyten.

Tabelle 3.1 Charakterisierung der humanen kryokonservierten Hepatozyten
Die einzelnen Aktivititen sind in pmol/(min x 10° Zellen) angegeben.

Charge Vitalitat CUM DEX ECOD 7-HCG 7-HCS MEPH TEST TOLB PHEN

1 82% 68 15 41 193 36 74 127 46 14

2 84% 81 31 70 260 24 n.qg. 68 20 12

CUM = Cumarin-7-hydroxylierung, DEX = Dextromethorphan-O-demethylierung, ECOD =
7-Ethoxycumarin-O-deethylierung, 7-HCG = 7-Hydroxycumarin-O-glucuronidierung, 7-HCS =
7-Hydroxycumarin-O-sulfatierung, MEPH = Mephenytoin-4-hydroxylierung, TEST =
Testosteron-6B-hydroxylierung, TOLB = Tolbutamid-4-hydroxylierung, PHEN = Phenacetin-
O-deethylierung, n.q. nicht quantifizierbar
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3.2.1 Bestimmung der Vitalitat
3.2.1.1 Lactatdehydrogenasefreisetzung

Die Bestimmung der Lactatdehydrogenasefreisetzung erfolgte photometrisch im
Medium mithilfe des ,Cytotoxicity Testkit LDH* (Christiansen 2000).

Als Testmatrix wurden die Zelliberstande von drei unterschiedlichen Zellschalen, die
aus 24 h inkubiertem Medium bestanden, herangezogen. Zunachst wurden diese
Zelluberstande mit physiologischer Kochsalzlosung verdinnt und im Anschluss zu
gleichen Teilen mit der Testkitlosung, bestehend aus Diaphorase als Katalysator,
NAD" und einem gelben Tetrazoliumsalz, versetzt. Nach Inkubation unter
Lichtausschluss  wurde  die Bildung eines Formazan-Farbstoffs im
Mikrotiterphotometer bestimmt. Es wurden keine absoluten Werte fur die
Lactatdehydrogenasefreisetzung gemessen, sondern die Absorptionen der Proben
der einzelnen Kultivierungstage miteinander verglichen. Als Leerwert diente das auf

Zellkulturschalen ohne Hepatozyten 24 h lang inkubierte Medium.

3.2.1.2 Albuminsynthese

Die 24-Stunden-Albuminsyntheseleistung der Hepatozyten wurde per ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) ermittelt (Dunn et al. 1991). Da die
Arbeitsschritte ausflhrlich in der Dissertation von Christiansen (2000) beschrieben
worden sind, soll im Weiteren nur ein Uberblick (iber die Durchfiihrung gegeben
werden.

Zur Auswertung wurde das Uberstehende Medium von drei verschiedenen
Zellkulturschalen herangezogen. Verdunnte Mediumsproben wurden mit einem
spezifischen Antikérper gegen Schweinealbumin versetzt und Uber Nacht im
Klhlschrank inkubiert. Parallel zu jeder Bestimmung sollte eine Kalibrierung erfolgen.
Deshalb wurden unterschiedlich konzentrierte Albumin-Standardiésungen analog zu
den Mediumsproben behandelt. Am nachsten Tag wurden die Proben und Standards
in zuvor mit Albumin gecoatete Mikrotiterplatten pipettiert und erneut Gber Nacht im
Klhlschrank inkubiert. Nach 24 h wurden die Platten entleert, gewaschen und mit
einer o-Phenylendiamin-Substratldsung versetzt. Das an den Antikorper gekoppelte

Enzym bildete wahrend der unter Lichtausschluss erfolgten Inkubation einen
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Farbstoff, der in einem Mikrotiterplattenphotometer vermessen wurde. Als
Hintergrundabsorption diente das Medium von hepatozytenfreien Kulturgefalten, das

nicht mit Antikdrpern behandelt wurde.

3.2.2 Bestimmung der metabolischen Kompetenz

Die Inkubationen und analytischen Methoden wurden analog zu Christiansen (2000)
durchgefuhrt.

3.2.2.1 Ethoxycumarin-O-deethylierung

Die Hepatozytenkulturen wurden 1 h mit einer 100 yM Ethoxycumarin-Losung bei
37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte inkubiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und ein Teil der Probe in Anlehnung an die Methode von Ullrich und
Weber (1972) direkt fluorimetrisch vermessen. Ein weiteres Probenaliquot wurde mit
B-Glucuronidase und Sulfatase 2 h dekonjugiert und im Anschluss fluorimetrisch
bestimmt. Als Leerwert dienten Kulturschalen ohne Hepatozyten, die wie die
Inkubationen behandelt wurden.

Die Quantifizierung von 7-Hydroxycumarin erfolgte Uber eine 5-Punkt-Kalibrierung.
Da pufferbedingte unterschiedliche pH-Werte vor und nach der Dekonjugation die
Fluoreszenzintensitaten beeinflussen kdnnen, wurden fir die Messung vor und nach
der Dekonjugation zwei getrennte Kalibrierungen und Wiederfindungen erstellt. Fur
die Kalibrierung bzw. Wiederfindung vor der Dekonjugation wurden definierte
Konzentrationen von 0,04 uM bis 0,3 uM analysiert. Der Konzentrationsbereich nach
der Dekonjugation umfasste 1 yM bis 12 yM 7-Hydroxycumarin. Zur Bestimmung der
Wiederfindung wurde zu den beschriebenen 7-Hydroxycumarin-Konzentrationen das
Substrat 7-Ethoxycumarin dem Medium hinzugesetzt und dann wie die

Inkubationsansatze behandelt.
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3.2.2.2 Ethoxyresorufin-O-deethylierung

Die Hepatozytenkulturen wurden 1 h mit einer 5 uM Ethoxyresorufin-Ldsung bei
37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte inkubiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und ein Teil der Probe in Anlehnung an die Methoden von Burke und
Mayer (1974) und Burke et al. (1994) direkt fluorimetrisch vermessen. Ein weiteres
Probenaliquot wurde mit B-Glucuronidase und Sulfatase 2 h dekonjugiert und im
Anschluss fluorimetrisch bestimmt. Als Leerwert dienten Kulturschalen ohne
Hepatozyten, die wie die Inkubationen behandelt wurden.

Die Quantifizierung von Resorufin erfolgte Uber eine 6-Punkt-Kalibrierung. Da
pufferbedingte unterschiedliche pH-Werte vor und nach der Dekonjugation die
Fluoreszenzintensitaten beeinflussen kdnnen, wurden fur die Messung vor und nach
der Dekonjugation zwei getrennte Kalibrierungen und Wiederfindungen erstellt. Flr
die Kalibrierung bzw. Wiederfindung vor der Dekonjugation wurden definierte
Konzentrationen von 0,01 yM bis 0,12 uM analysiert. Der Konzentrationsbereich
nach der Dekonjugation umfasste 0,04 pM bis 0,24 uM Resorufin. Zur Bestimmung
der Wiederfindung wurde zu den beschriebenen Resorufin-Konzentrationen das
Substrat 7-Ethoxyresorufin dem Medium hinzugesetzt und dann wie die

Inkubationsansatze behandelt.

3.2.2.3 Testosteron-6p-hydroxylierung

Die Hepatozytenkulturen wurden mit einer 250 uM Testosteron-LOosung versetzt.
Nach einer einstindigen Inkubation bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte
wurden die Uberstdnde abgenommen, eingefroren und gefriergetrocknet. Vor
Vermessung per HPLC wurden die Proben in FlieBmittel geldst, zentrifugiert und der
klare Uberstand analysiert. Als Leerwert dienten Kulturschalen ohne Hepatozyten,
die wie die Inkubationen behandelt wurden.

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine 6-Punkt-Kalibrierung. Es
wurden Konzentrationen von 2 bis 50 uM 6B-Hydroxytestosteron im FlieBmittel
geldést. Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden die oben angegebenen
Konzentrationen des Metaboliten in 250 uM substrathaltigem Medium hergestellt, auf
Zellkulturschalen ohne Hepatozyten inkubiert und dann wie die Inkubationsansatze
behandelt.
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Fir die chromatischen Bestimmungen wurde die folgende Anlage verwendet:

HPLC-Pumpe

Detektor

Autosampler

Integrator

Stationare Phase

Saulentemperatur
Mobile Phase

Gradientenprofil

Flussrate
Detektion
Injektionsvolumen

Retentionszeiten

Gradientenpumpe W510 mit Systemkontroller

(Waters, Milford, CT, USA)

W486 Tunable Absorbance Detector

(Waters, Milford, CT, USA)

W710 WISP (Waters, Milford, CT, USA)

Maxima®-Software 820, Version 3.30

(Waters, Milford, CT, USA)

LiChrospher® RP Select-B, 250 x 4 mm, PartikelgroRe 5 pm,
in einer LiChroCART®-Kartusche mit Vorsaule RP Select-B,
4 x 4 mm, Partikelgrofle 5 um (Merck, Darmstadt)
Raumtemperatur (20-25°C)

Fliel3mittel A: Methanol/Aqua bidest. 50:50 (V/V)

FlieRmittel B: Methanol

Laufzeit (min) A (%) B (%)
0-20 100 0

20-30 0 100
30-40 0 100
40 - 50 100 0
50 - 60 100 0

0,8 ml/min

UV, 254 nm

10

6B-Hydroxytestosteron: 15,7 + 0,3 min

Testosteron: 33,4 + 0,2 min
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3.2.2.4 Glucuronidierung und Sulfatierung von 4-Nitrophenol

Die Hepatozytenkulturen wurden mit einer 100 uM 4-Nitrophenol-Losung versetzt.
Nach einer einstindigen Inkubation bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte
wurden die Uberstande abgenommen und halbiert. Der erste Teil wurde sofort
eingefroren und gefriergetrocknet, wahrend zum zweiten B-Glucuronidase bzw.
Arylsulfatase hinzugefugt wurde. An eine 2 h-Inkubation im 37°C-Wasserbad schloss
sich die Gefriertrocknung an. Vor Vermessung per HPLC wurden die Proben in
FlieRmittel gelost, zentrifugiert und der klare Uberstand analysiert. Als Leerwert
dienten Kulturschalen ohne Hepatozyten, die wie die Inkubationen behandelt
wurden.

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte jeweils Uber 6-Punkt-Kalibrierungen. Es
wurden Konzentrationen von 0,5 bis 20 uM 4-Nitrophenylsulfat bzw. 5 bis 450 yM
4-Nitrophenylglucuronid im FlieBmittel gelost. Zur Bestimmung der Wiederfindungs-
rate wurden die oben angegebenen Konzentrationen der Metaboliten in 100 uM
substrathaltigem Medium hergestellt, auf Zellkulturschalen ohne Hepatozyten
inkubiert und dann wie die Inkubationsansatze behandelt.

Die chromatischen Bestimmungen wurden mit der in 3.2.2.3 beschriebenen HPLC-

Anlage durchgefihrt.

3.3 Ergebnisse
3.3.1 Bestimmung der Vitalitat

3.3.1.1 Lactatdehydrogenasefreisetzung

Abbildung 3.6 zeigt die Freisetzung des zytosolischen Enzyms Lactatdehydrogenase
an vier aufeinander folgenden Kulturtagen. Geringe Absorptionswerte korrelieren mit
einer kleinen LDH-Menge im Medium und somit mit der au3eren Unversehrtheit der
Zellen. Direkt nach der Isolierung sind hohe Absorptionswerte zu verzeichnen, die bis
zum vierten Kulturtag auf ca. 20% des Ausgangswertes abnehmen. Die
Zellschadigung wird geringer und die Hepatozyten regenerieren sich wahrend dieses

Zeitraums.
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Abbildung 3.6 LDH-Freisetzung aus einer Schweinehepatozytenkultur.

Die Absorptionen sind als Mittelwerte + SD aus drei verschiedenen
Inkubationsansétzen angegeben.

3.3.1.2 Albuminsynthese

Die Albuminsynthese lauft in intakten Hepatozyten ab und Ilasst deshalb
Ruckschlisse auf den Zustand von zellularen Funktionen zu. Einen reprasentativen
Marker fir die terminale Differenzierung stellt Albumin ebenfalls dar (Freshney 1990).
Die Bestimmung der Albuminsynthese in kultivierten Schweinehepatozyten Uber
einen Zeitraum von vier Tagen ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Es zeigte sich, dass
es innerhalb der ersten drei Tage zu einer leichten Steigerung der Albuminsynthese

kam und diese am vierten Tag auf dem gleich bleibend hohen Niveau blieb.
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Abbildung 3.7 Albuminsynthese einer Schweinehepatozytenkultur.

Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus drei verschiedenen
Inkubationsansétzen angegeben.

3.3.2 Bestimmung der metabolischen Kompetenz
3.3.2.1 Ethoxycumarin-O-deethylierung

Um das Ausmald der Deethylierung zu bestimmen, wurden Kalibrierungen und
Wiederfindungen durchgeflhrt (vergl. 3.2.2.1). Mithilfe der Fluoreszenzintensitat des
Metaboliten konnte die Umsetzung quantifiziert werden.

Die Kalibrierung (r* > 0,9997 und n = 3, je dreimal vermessen) und die Wiederfindung
(r* > 0,9966 und n = 3, je dreimal vermessen) vor der Dekonjugation verliefen iiber
den gesamten Konzentrationsbereich linear. Die daraus abgeleiteten
Wiederfindungsraten betrugen 64,1 bis 77,3%, wobei die Abweichungen auf
Adhasionseffekte an der Zellkulturschale schliel3en lie3en.

Die Kalibrierung (r* > 0,9979 und n = 3, je dreimal vermessen) und die Wiederfindung
(r* > 0,9957 und n = 3, je dreimal vermessen) nach der Dekonjugation verliefen tber

den gesamten Konzentrationsbereich linear. Die daraus abgeleiteten
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Wiederfindungsraten betrugen 69,2 bis 72,2%, wobei die Abweichungen auf
Adhasionseffekte an die Zellkulturschale schlieRen lieRen.

Eine Vielzahl von P450-Isoenzymen katalysiert die Umsetzung von 7-Ethoxycumarin
zu 7-Hydroxycumarin (Bayliss et al. 1994). Neben der Deethylierung laufen in
Hepatozyten auch Phase IlI-Reaktionen ab, so dass bei der direkten Vermessung
zunachst nur das frei vorliegende 7-Hydroxycumarin gemessen wurde. Konjugierte
Metaboliten entziehen sich der fluorimetrischen Bestimmung. Durch enzymatische
Dekonjugation mittels B-Glucuronidase und Sulfatase konnte die Aktivitat sowohl der
Phase II-Enzyme als auch der beteiligten Cytochrom P450-Enzyme ermittelt werden.
Die Ergebnisse der Deethylierung vor und nach der Dekonjugation sind in Abbildung
3.8 dargestellt. An allen vier Kulturtagen lag der grofite Anteil des
7-Hydroxycumarins gekoppelt an Glucuronsaure bzw. Schwefelsaure vor. Vom
ersten zum zweiten Tag in Kultur reduzierte sich der gebildete Gesamtanteil um
ca. 30% und blieb dann bis zum Ende der Messreihe nahezu konstant. Die Fahigkeit
zur  Glucuronidierung und  Sulfatierung blieb  UGber den  gesamten

Kultivierungszeitraum erhalten.

Hll Gesamtes 7-Hydroxycumarin

300 1 [ Freies 7-Hydroxycumarin

250 +
200 -

150
20

11 .
:' lﬂ |ﬁ Iﬁ

Tage in Kultur

pmol 7-Hydroxycumarin / (min x 3 x 10° Zellen)

Abbildung 3.8 Ethoxycumarin-O-deethylierung einer = Schweinehepatozyten-
kultur. Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus drei
verschiedenen Inkubationsansétzen angegeben.
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3.3.2.2 Ethoxyresorufin-O-deethylierung

Zur Quantifizierung des Metaboliten wurden Kalibrierungen und Wiederfindungen mit
der unter 3.2.2.2 aufgefuhrten Analytik durchgefuhrt. Die Bestimmung erfolgte Uber
die resultierenden Fluoreszenzintensitaten des Resorufins.

Die Kalibrierung (r* > 0,9980 und n = 3, je dreimal vermessen) und Wiederfindung
(r* > 0,9930 und n = 3, je dreimal vermessen) vor der Dekonjugation verliefen iiber
den gesamten Konzentrationsbereich linear. Die daraus abgeleiteten
Wiederfindungsraten betrugen 101,2 bis 106,4%. Die Werte Uber 100% lassen auf
chemische Zersetzung unter den Inkubationsbedingungen schliefl3en.

Die Kalibrierung (r* > 0,9998 und n = 3, je dreimal vermessen) und Wiederfindung
(r* > 0,9924 und n = 3, je dreimal vermessen) nach der Dekonjugation verliefen iiber
den gesamten Konzentrationsbereich linear. Die daraus abgeleiteten
Wiederfindungsraten betrugen 103,9 bis 111,6%, wobei die Abweichungen auf
moglicherweise rein chemisch ablaufende Reaktionen schliel3en lieen.

Die Cytochrom P450 Isoenzyme 1A1 und 1A2 katalysieren die Bildung von
7-Ethoxyresorufin aus Resorufin. Diese Umsetzung stellt eine spezifische
Markerreaktion dar (Weaver et al. 1994).

In Hepatozyten laufen parallel Phase |- und Phase II-Reaktionen ab, so dass sich an
Glucuronsaure bzw. Schwefelsaure gekoppeltes Resorufin der direkten Vermessung
entzieht. Diese Metaboliten werden deshalb durch Zusatz von B-Glucuronidase und
Sulfatase aus ihren Konjugaten freigesetzt. In einer anschlieRenden fluorimetrischen
Vermessung kénnen dann die Aktivitaten des CYP1A1 und 1A2 und der Phase II-
Enzyme bestimmt werden.

Die Ergebnisse der Deethylierung von Resorufin sind in Abbildung 3.9
wiedergegeben. Ebenso wie das 7-Hydroxycumarin lag auch das Resorufin zum
groften Teil in gebundener Form als Glucuronid oder Sulfat vor. Innerhalb der vier
Kulturtage sank die CYP1A1-Aktivitat um etwa 20% des am Tag 1 gemessenen
Ausgangswertes (bezogen auf gesamtes Resorufin). Die Phase Il-Aktivitat blieb Gber

den gesamten Zeitraum der Kultivierung erhalten.
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Abbildung 3.9 Ethoxyresorufin-O-deethylierung einer Schweinehepatozyten-
kultur. Die Umsetzungen sind als Mittelwerte = SD aus drei
verschiedenen Inkubationsansétzen angegeben.

3.3.2.3 Testosteron-6p-hydroxylierung

Um das Ausmald der 6B-Hydroxylierung zu bestimmen, wurden Kalibrierungen und
Wiederfindungen durchgefuhrt (vergl. 3.2.2.3), wobei die erhaltenen Signalflachen
des 6B-Hydroxytestosterons zur Quantifizierung desselben dienten.

Die Kalibrierung (r* > 0,9992 und n = 2, je zweimal vermessen) und Wiederfindung
(r*>0,9767 und n=2, je zweimal vermessen) verliefen Uber den gesamten
Konzentrationsbereich linear. Die daraus abgeleiteten Wiederfindungsraten betrugen
73,4 £ 4,7%, wobei die Abweichungen auf Adhasionseffekte an die Zellkulturschale

und auf Verluste bei der Gefriertrocknung schliel3en lielRen.

Die 6p-Hydroxylierung des Testosterons ist eine typische Umsetzung durch das
Cytochrom P450 Isoenzym 3A4 im Menschen (Rendic und Di Carlo 1997). Das
CYP3A4 weist zum porcinen CYP3A29 groRe Ahnlichkeiten in Bezug auf die Amino-

sauresequenz und die Substratspezifitat auf (Soucek et al. 2001, Zuber et al. 2002).
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In Abbildung 3.10 sind die Testosteron-Umsetzungsraten von kultivierten
Schweinehepatozyten Uber einen Kultivierungszeitraum von vier Tagen dargestellt.
Innerhalb der ersten zwei Tage waren konstante Aktivititen des CYP3A29 zu
verzeichnen. Die Umsetzungsraten stiegen im Folgenden drastisch an, so dass die

Werte an den Tagen 3 und 4 200% der Anfangsumsetzungen betrugen.
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Abbildung 3.10 Testosteron-6B-hydroxylierung einer Schweinehepatozytenkultur.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus drei verschiedenen
Inkubationsansétzen angegeben.

3.3.2.4 Glucuronidierung und Sulfatierung von 4-Nitrophenol

Zur Quantifizierung der Metaboliten wurden eine Kalibrierung und Wiederfindung mit
der unter 3.2.2.4 beschriebenen Analytik durchgefihrt. Die Bestimmung erfolgte tUber
die resultierenden Peakflachen des 4-Nitrophenylglucuronids und des
4-Nitrophenylsulfats.

Die Kalibrierung (r? > 0,9998 und n = 2, je zweimal vermessen) und Wiederfindung
(r* > 0,9896 und n = 2, je zweimal vermessen) von 4-Nitrophenylglucuronid verliefen
uber den gesamten Konzentrationsbereich linear. Die daraus abgeleiteten
Wiederfindungsraten betrugen 81,9 + 7,2%.
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Die Kalibrierung (r? > 0,9998 und n = 2, je zweimal vermessen) und Wiederfindung
(r* > 0,9995 und n = 2, je zweimal vermessen) von 4-Nitrophenylsulfat verliefen tiber
den gesamten Konzentrationsbereich linear. Die daraus abgeleiteten
Wiederfindungsraten betrugen 89,3 + 5,9%.

Die unter 100% liegenden Werte fur die Wiederfindungsraten lassen auf
Abweichungen durch Adhasionseffekte an der Zellkulturschale und auf Verluste bei

der Gefriertrocknung schlief3en.

In spateren Biotransformationsstudien sollte ein besonderes Augenmerk auf die
Phase |I-Reaktionen gerichtet werden. Deshalb wurden neben der indirekten
Bestimmung der Phase II-Aktivitaten (s. 3.3.2.1 und 3.3.2.2) auch die direkte
Glucuronidierung und Sulfatierung von 4-Nitrophenol untersucht (Abb. 3.11).

Uber den gesamten Kultivierungszeitraum konnten beide Phase II-Aktivitaten
nachgewiesen und quantifiziert werden. Schweinehepatozyten produzierten aus
4-Nitrophenol bevorzugt das Glucuronid, wahrend die gefundene Sulfatmenge nur
2% des gebildeten Glucuronids betrug (bezogen auf Tag 3). Die Glucuronidierungs-
raten stiegen von Tag 1 bis Tag 4 kontinuierlich an und erreichten einen Maximalwert
von 2390 + 310 pmol Metabolit/(min x 3 x 10° Zellen), der 70% Uber dem Ausgangs-
wert lag. Die hochsten Umsetzungen zum 4-Nitrophenylsulfat wurden am dritten Tag
der Kultivierung erzielt. Dieser Wert war bezogen auf die Umsetzungsraten von
Tag 1 um 120% angestiegen.

Der Zusatz von g-Glucuronidase bzw. Arylsulfatase bewirkte ein Verschwinden der
entsprechenden Konjugatpeaks bei gleichzeitigem Anstieg der Menge an

4-Nitrophenol.
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Abbildung 3.11 Glucuronidierung und Sulfatierung von 4-Nitrophenol einer
Schweinehepatozytenkultur. Die Umsetzungen sind Mittelwerte + SD
aus drei verschiedenen Inkubationsansétzen.

3.4 Diskussion

Die kultivierten Schweinehepatozyten konnten in Bezug auf Vitalitat und
metabolische Fahigkeiten mittels sechs verschiedener Assays charakterisiert
werden.

Im Verlauf der Kultivierung sank die LDH-Freisetzung auf 20% des Anfangswertes
ab. Diese besseren Vitalitatswerte konnen mit einer GewoOhnung an die
in vitro-Bedingungen und mit ablaufenden Reparaturprozessen erklart werden. Die
Hepatozyten erholten sich folglich von dem Stress des Isolierungsverfahrens (Koebe
et al. 1994), so dass die Vitalitat innerhalb der ersten vier Kulturtage stetig anstieg.
Die Phase des Absterbens, fur die erhohte LDH-Werte im Medium zu erwarten
waren, wurde noch nicht erreicht. Diese Tatsache steht in Einklang mit anderen
Publikationen, in denen Kultivierungszeitraume fir porcine Hepatozyten von
mindestens funf Tagen angegeben werden (Behnia et al. 2000, Clement et al. 2001).

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse fur die Albuminsynthese zeigen eine
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ahnliche Tendenz. Entsprechende Werte sind fur die Syntheseleistung und den
Anstieg der Vitalitat bis zum vierten Kulturtag in der Literatur zu finden (Hansen et al.
2000, Nussler et al. 2001). Die Ergebnisse der Lactatdehydrogenasefreisetzung und
der Albuminsynthese zeigten, dass sich die Zellen in den ersten Tagen nach der
Kultivierung erholen und die Vitalitat der Hepatozyten zunimmt.

Im Unterschied zu Hepatozytensuspensionen verhindert die Kultivierung einen
dramatischen Enzymverlust der P450-Enzyme (Zurlo und Arterburn 1996). Dies
konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Die Gesamt-P450-Aktivitat,
gemessen im 7-Ethoxycumarin-Assay, verringerte sich innerhalb der ersten vier
Tage um nur 30%, wahrend die Aktivitat des CYP3A29 sich in diesem Zeitraum
sogar verdoppelte. Behnia et al. (2000) verzeichneten einen Rickgang der
Enzymaktivitdt des porcinen CYP1A1 um 50% innerhalb von vier Tagen. Im
Gegensatz dazu wiesen die Umsetzungsgeschwindigkeiten in der vorliegenden
Studie noch 80% der Ausgangswerte auf. Die Deethylierungsraten von
7-Ethoxyresorufin in Schweinehepatozyten sind mit den Literaturangaben von
Hansen et al. (2000) vergleichbar.

Der Verlauf der Phase Il-Aktivitdten in den Inkubationsansatzen konnte in dieser
Studie erfolgreich demonstriert werden. Sowohl die indirekte Uberprifung der
Glucuronyl- bzw. Sulfotransferase mittels O-Dealkylierungstest als auch die direkte
Quantifizierung von 4-Nitrophenylglucuronid und 4-Nitrophenylsulfat zeigten, dass
die Zellen Uber den gesamten Messzeitraum gleich bleibend gute Fahigkeiten zur
Glucuronidierung und Sulfatierung aufwiesen. Vergleichbar mit friheren Studien
(Christiansen 2000) lief die Sulfatierung von 4-Nitrophenol in einem wesentlich
geringeren Umfang ab als die Glucuronidierung.

Die Ergebnisse aller Charakterisierungstests zeigen deutlich, dass der Enzymverlust
innerhalb der ersten vier Tage durch die Kultivierung verzogert werden konnte. Im
Gegenteil stiegen die Aktivitaten einiger Enzyme und die Vitalitat der Zellen wahrend

der Studiendauer sogar an.
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3.5 Zusammenfassung und Ausblick

Neben der Bestimmung der Vitalitat wurden die Aktivitaten einzelner CYP-Isoenzyme
und Phase IlI-Enzyme sowie die Gesamtaktivitat von Cytochrom P450 UGberpruft.

Die Zellen gewohnten sich an die in vitro-Umgebung und wiesen folglich gute
Vitalitaten innerhalb der ersten vier Kulturtage auf. Fur eine geeignete Auswahl der
Kulturbedingungen sprechen auch die Charakterisierungsergebnisse zur
Enzymaktivitat. Da ein Enzymverlust durch die Kultivierung gering gehalten werden
konnte, verliefen die Phase |- und Phase II-Umsetzungen innerhalb der ersten vier
Tage auf einem hohen Niveau. In Bezug auf einzelne Enzyme wie CYP3A29, den
Glucuronyl- und den Sulfotransferasen konnte eine Aktivitatssteigerung wahrend des
Kultivierungszeitraums gezeigt werden.

Der erfolgreiche Verlauf der Hepatozytenkultivierung und der anschlielenden
Charakterisierung ermoglicht den Einsatz dieser Schweinehepatozytenkulturen als

in vitro-Modell fur weiterfihrende Biotransformationsstudien.
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4 Einsatz von primaren Hepatozytenkulturen fur
Metabolismusstudien

4.1 Biotransformationsstudien von Benzamidoxim und Benzamidin
4.1.1 Einleitung
4.1.1.1 Bedeutung von Amidoximen und Amidinen in der Therapie

Amidinstrukturen sind Bestandteil von zahlreichen Arzneistoffen und potenziell
wirksamen Verbindungen aus der pharmazeutischen Entwicklung. Sie konnen
N-substituiert, wie z. B. das Anthelminthikum Pyrantel, im Ringsystem integriert, wie
Clotrimazol oder Cimetidin, oder N-unsubstituiert vorliegen. Stark basische
Amidinstrukturen lassen sich im Pentamidin, dessen Anwendung bei Pneumocystis
carinii-Infektionen von AIDS-Patienten besondere Bedeutung erlangt hat (Masur
1992), in Diminazen und in verschiedenen Substanzen mit gerinnungshemmender
Wirkung finden (Clement 2002).

Amidine bilden aufgrund ihrer starken Basizitat (pK,ca.11-12) bei pH 7,4
protonierte, mesomeriestabilisierte Amidinium-lonen aus. Die daraus bedingte
Hydrophilie fihrt zu einer schlechten Resorption aus dem Magen-Darm-Trakt und
einer geringen oralen Bioverfugbarkeit. Durch Hydroxylierung der Amidinstruktur
erhalt man Amidoxime (N-Hydroxyamidine), die deutlich schwacher basische
Verbindungen (pKs = 4-5) (Albert et al. 1948, Gustafsson et al. 2001) darstellen.
Amidoxime liegen bei physiologischem pH-Wert grofitenteils ungeladen vor und
konnen so nach oraler Gabe leichter vom Korper aufgenommen werden. Unter
in vivo-Bedingungen werden Amidoxime schnell zu den pharmakologisch aktiven
Amidinen reduziert, so dass sie folglich als Prodrug fir die entsprechenden Amidine
einsetzbar sind (Abb. 4.1).

R Reduktion ™ pH74 R _H R
>:N\ —_—> NH >:N\+ -~ / NH2
H,N OH H,N H,N H H=N+
H
Amidoxim (Prodrug) Amidin Amidinium-lon (wirksame Verbindung)

Abbildung 4.1 Prodrug-Prinzip des Amidoxims
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Dieses Prodrug-Prinzip, das erstmals fur das Pentamidin von Clement et al. (1992)
entwickelt wurde, beruht auf der dominierenden Reduktionsreaktion im
metabolischen Zyklus von N-Hydroxylierung und N-Reduktion (Clement 2002). Viele
Arbeitskreise haben dieses Prinzip bereits auf die Entwicklung ihrer Arzneistoffe
ubertragen (Weller et al. 1996, Hall et al. 1998, Kitamura et al. 2001, Song et al.
2003). Marktreife hat der orale Thrombininhibitor Ximelagatran als Doppelprodrug,
erlangt, der in vitro und in vivo durch N-Reduktion des Amidoxims und Esterspaltung
in den wirksamen Metaboliten Melagatran umgewandelt wird (Gustafsson et al. 1999,
Clement und Lopian 2003).

4.1.1.2 Bisherige Untersuchungen

Als Modellsubstanzen fur Amidine und deren N-hydroxylierte Derivate werden haufig
die Verbindungen Benzamidin und Benzamidoxim verwendet. Im Jahre 1983 konnte
Clement erstmals zeigen, dass Benzamidin in vitro durch ein Cytochrom P450-
Enzymsystem N-oxygeniert wird (Clement 1983). Eine Beteiligung des CYP2C3 aus
dem Kaninchen ist aul3er fur diese Reaktion (Clement et al. 1993a) auch fur weitere
N-Oxygenierungen der Substrate Pentamidin (Clement und Jung 1994) und
N-methylierte Benzamidine (Clement und Jung 1995) beschrieben worden.

Die Ruckreaktion der N-hydroxylierten Metaboliten zu ihren Ausgangsverbindungen
lief unter in vivo-Bedingungen wesentlich schneller ab als die Oxidation (Clement und
Zimmermann 1988, Hauptmann et al. 1988). Die Reduktion des Benzamidoxims
wurde mittlerweile flr verschiedene Enzymquellen aus den Spezies Ratte,
Kaninchen, Schwein und Mensch beschrieben (Ubersicht Clement 1998). Das an
dieser Reaktion beteiligte Enzymsystem (Abb. 4.2) besteht aus der NADH-
Cytochrom bs-Reduktase, Cytochrom bs und einem P450-Isoenzym, das im
Menschen der CYP2A-Familie und im Schwein der CYP2D-Familie angehort
(Clement et al. 1997, Karhan 2002). Bei hohen Konzentrationen an Cytochrom bs
konnen Cytochrom bs und die dazugehdrige Reduktase die Reduktion auch allein
katalysieren (Clement et al. 1997, Kurian et al. 2004).
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In Phase II-Studien gelang nach Zusatz von hydrolytisch wirkenden Enzymen ein
indirekter Nachweis der Glucuronidierung und Sulfatierung von Benzamidoxim in
Kaninchen- und Rattenplasma (Clement et al. 1993b). Mit Schweinehepatozyten-
kulturen konnte erstmals direkt die Bildung von Benzamidoxim-O-glucuronid und
Benzamidoxim-O-sulfat gezeigt werden (Abb. 4.2). Beide Metaboliten besitzen weder
im Ames-Test mutagene noch toxische Eigenschaften (Clement et al. 2001). Als
Phase lI-Metabolit von Benzamidin wurde in porcinen Hepatozyten nur das
Benzamidin-N-sulfat gefunden (Frohlich et al. 2001).

NH 1 N
\/: \( - :/\ \(/ OH
_N_ 2 N
H H H H

Benzamidin Benzamidoxim

/o /\

_OOC

_N - a*
H \H Na H

HO
N ) HO
~ 080, / OSO

Benzamidin-N-sulfat Benzamidoxim-O-glucuronid Benzamidoxim-O-sulfat

Abbildung 4.2 Metabolismus von Benzamidin und Benzamidoxim im Schwein

1 N-Oxygenierung * (in anderen Spezies durch NADPH-Cytochrom
P450-Reduktase, NADPH und Cytochrom P450 (Kaninchen CYP2C3)
(Clement et al. 1993a)); 2 N-Reduktion durch Cytochrom bs, NADH-
Cytochrom bs-Reduktase, NADH und Cytochrom P450 (CYP2D)
(Clement et al. 1997); 3 Sulfatierung von Benzamidin (Fréhlich et al.
2001); 4 Glucuronidierung von Benzamidoxim (Christiansen 2000);
5 Sulfatierung von Benzamidoxim (Christiansen 2000)



64 Einsatz von primaren Hepatozytenkulturen fur Metabolismusstudien

4.1.1.3 Zielsetzung

Vorangegangene Arbeiten konnten die Phase II-Metaboliten der Modellsubstanzen
Benzamidoxim und Benzamidin in porcinen Hepatozytenkulturen identifizieren
(Clement et al. 2001, Frohlich et al. 2001). Bisher lagen aber noch keine Daten zur
Biotransformation dieser Substrate mit Kulturen humaner Hepatozyten vor. Daher
beschaftigt sich die vorliegende Arbeit mit Untersuchungen bezuglich des
Metabolismus von Benzamidoxim und Benzamidin in diesem humanen
in vitro-System. Ein Vergleich der Ergebnisse aus den Biotransformationsstudien mit
Schweine- und Humanhepatozytenkulturen kénnte weitere wertvolle Hinweise in
Bezug auf die Ahnlichkeit des Metabolismus dieser beiden Spezies geben und die
Einsetzbarkeit von porcinen Hepatozytenkulturen als Alternative fir humane Zellen in
der Testung von Arzneistoffkandidaten unterstreichen. In Hinblick auf das oben
beschriebene Prodrug-Prinzip von Amidoximen sollten Studien bezlglich des
metabolischen Zyklus von N-Reduktion und N-Hydroxylierung der zwei genannten
Substrate in einem in vitro-System, das in einem groBen Umfang die
in vivo-Bedingungen nachahmt, durchgefuhrt werden. Die Aufklarung der
Phase II-Reaktionen, die erstmals fur die Spezies Mensch erforscht werden sollten,
ist von grolier toxikologischer Relevanz, da neben unbedenklichen hydrophilen
Produkten wie Glucuroniden und Sulfaten auch eine Bildung von toxischen

acetylierten Verbindungen (Clement et al. 2001) denkbar ware.

4.1.2 Methoden
4.1.2.1 Inkubationsbedingungen fir humane Hepatozyten

Die Inkubationen wurden nach der von Christiansen (2000) beschriebenen Methode
an den Kulturtagen 1 - 4 durchgeflhrt. Hierzu wurden die Zellkulturschalen zunachst
zweimal mit warmer physiologischer NaCl-Losung gewaschen. Nach Zugabe von
2 ml einer 200 yM Substrat-Losung (Benzamidoxim bzw. Benzamidin) pro Zellschale
wurde 1 bzw. 6 h bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte im Brutschrank
inkubiert. Im Anschluss wurden die Uberstdnde abgenommen, eingefroren und

gefriergetrocknet. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C. Vor Vermessung
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wurden sie in 90 pl FlieBmittel A gelost und 5 min bei 10000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in die Probenschleife injiziert. Als Leerwerte dienten sowohl
hepatozytenfreie Zellschalen, die mit einer substrathaltigen Losung inkubiert wurden,
als auch Zellschalen mit Hepatozyten, die mit PBS-Puffer ohne Substrat versetzt
wurden. So sollten sowohl rein chemische Reaktionen als auch Ausscheidungs-
produkte der Zellen erfasst werden. Beide Leerwerte wurden den Proben

entsprechend aufgearbeitet.

4.1.2.2 LC/MS-Analytik

Die im Anschluss beschriebenen LC/MS-analytischen Bedingungen fir die
Bestimmung von Benzamidin- und Benzamidoxim-Metaboliten wurden in den

Grundzugen der Arbeit von Christiansen (2000) entnommen.

HPLC-Pumpe HP 1090 Series Il LC Hochdruckgradientenpumpe
(Hewlett Packard, Waldbronn)

Injektor Rheodyne 20 pl-Probenschleife

Detektor HP 1050 VWD UV/VIS Detektor

(Hewlett Packard, Waldbronn)
Massenspektrometer Esquire LC (Bruker, Bremen)

Interface ESI, positiver lonenmodus
Spruhdruck 40 psi
Trockengas 7,5 I/min

Trockentemperatur  360°C

Scanbereich 50 - 800 m/z

Integrator Data Analysis™, Version 3.0, Bruker Daltonics
(Bruker, Bremen)

Stationare Phase LiChrospher® RP Select-B, 250 x 4 mm, PartikelgroRe 5 pm,
in einer LiChroCART®-Kartusche mit Vorsaule RP Select-B,
4 x 4 mm, Partikelgrofie 5 ym (Merck, Darmstadt)

Mobile Phasen Flielmittel A: 25 mM Ammoniumacetat, pH 4,85 eingestellt
mit Essigsaure
Fliel3mittel B: Acetonitril
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Gradientenprofil Laufzeit (min) A (%) B (%)
0-15 100 0

15 -20 95 5
20-35 95 5
35-40 70 30
40 - 50 70 30
50 - 60 100 0

Flussrate 0,5 ml/min (HPLC), Split 1:6 (MS)

Detektion UV, 240 nm

Retentionszeiten Benzamidin-N-sulfat: 13,3 + 0,5 min

Benzamidoxim-O-sulfat: 18,4 + 0,5 min
Benzamidoxim-O-glucuronid: 26,6 + 0,5 min
Benzamidin-N-acetat: 28,2 + 0,6 min
Benzamidin: 28,6 + 0,3 min

Benzamidoxim: 35,0 + 0,3 min

Benzamidoxim-O-acetat: 49,8 + 0,3 min

Der verwendete Eluent A wurde nach der Herstellung durch einen Sartorius-
Membranfilter (Porendurchmesser 0,45 um) filtriert und ebenso wie Eluent B im
Ultraschallbad 15 min entgast. Das Benzamidin-N-acetat wurde nach der Vorschrift
von Barker et al. (1981) und Benzamidin-N-sulfat nach der modifizierten Methode
von Schanzer et al. (1992) und Walsh et al. (1995) hergestellt. Sie standen ebenso
wie Benzamidoxim und dessen Phase [I-Metaboliten, die im Arbeitskreis synthetisiert
wurden (Christiansen 2000), als Referenzsubstanz zur Verflgung. Die Standard-

verbindungen wurden jeweils parallel zu den Proben vermessen.
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4.1.3 Ergebnisse

4.1.3.1 Metabolismus von Benzamidoxim in humanen Hepatozyten
4.1.3.1.1 Phase |-Metabolismus

4.1.3.1.1.1 Reduktion

Einen eindeutigen Beweis fur eine rasch ablaufende N-Reduktion des
Benzamidoxims zum Benzamidin zeigt das lonenchromatogramm (Abb. 4.3), in dem
die lonenspuren 137 Th und 121 Th abgebildet sind. Fur Benzamidoxim wurden
lonen mit m/z 137 [M+H]" und 119 [M+H-H,O]" gefunden. Charakteristische lonen
zeigte das Benzamidin bei 121 Th [M+H]" und 104 Th [M+H-NHs]".
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Abbildung 4.3 lonenchromatogramm der Massen 121 und 137: (A) lonenspur
121 Th, (B) lonenspur 137 Th
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4.1.3.1.2 Phase |I-Metabolismus
4.1.3.1.2.1 Glucuronidierung

Durch die schonende Electrospray-lonisation wird hauptsachlich  das
Quasimolekulion (m/z 313) des Standards Benzamidoxim-O-glucuronid gebildet. In
Abbildung 4.4 sind die lonenspuren der Signale bei 313 Th von der synthetischen
Referenzverbindung und von einer Benzamidoxim-Inkubation mit humanen
Hepatozyten gegenubergestellt. Im Leerwert traten im gleichen Zeitraum keine

Signale auf.
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Abbildung 4.4 Représentatives lonenchromatogramm fiir die Signale bei 313 Th
als charakteristisches Ilon fiir Benzamidoxim-O-glucuronid mit der
Retentionszeit von 26,3 £ 0,3 min: (A) Standardverbindung, (B)
Inkubation mit humanen Hepatozyten

Sowohl der Metabolit als auch der Standard Benzamidoxim-O-glucuronid weisen
auRerdem typische Cluster mit Natrium- und Kaliumionen bei 335 Th [M+Na]’,
357 Th [M-H+2Na]" und 373 Th [M-H+Na+K]" auf (Abb. 4.5). Das lon bei 137 Th
entspricht der Massenzahl des Benzamidoxims und zeigt somit die Abspaltung der

Glucuronsaure aus dem Muttermolekll an. Durch zusatzliche Abspaltung von einem
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Wassermolekul aus diesem Benzamidoxim wird ein Fragment bei 119 Th gebildet.
Die Untersuchungen haben gezeigt, dass Benzamidoxim hauptsachlich zu
Benzamidin reduziert wird und die Glucuronidierung nur in einem deutlich geringeren
Ausmal stattfand. Die Umsetzungsraten betrugen 0,016 pmol Benzamidoxim-
O-glucuronid/(min x 10° Zellen), wenn die Peakflichen der lonenchromatogramme
mit der Summe der lonen mit m/z 119, 137, 313, 335, 357 und 373 zur Bewertung

herangezogen wurden (Kalibrierung s. Kapitel 5.2.2.2).
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- 335.3
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Abbildung 4.5 Reprédsentatives Massenspektrum von in humanen Hepatozyten

gebildetem Benzamidoxim-O-glucuronid mit einer Retentionszeit
von 26,3 £ 0,3 min

4.1.3.1.2.2 \Weitere Reaktionen

Die Suche nach weiteren Phase lI-Metaboliten wie Benzamidoxim-O-sulfat oder
Benzamidoxim-O-acetat in Inkubationen mit kultivierten Humanhepatozyten verlief
ergebnislos. Es konnten keine Metaboliten mit den beiden Standards
entsprechenden Retentionszeiten detektiert werden. Auch die fir das
Benzamidoxim-O-sulfat typische Fragmentierung und Clusterbildung (137 Th [M+H]"
(Hauptfragment), 217 Th [M+H]", 239 Th [M+Na]" und 255 Th [M+K]") waren nicht
nachzuweisen. Das Hauptsignal des Standards Benzamidoxim-O-acetat mit m/z 179
wurde ebenso nicht gefunden.
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4.1.3.2 Metabolismus von Benzamidin in humanen Hepatozyten
4.1.3.2.1 Phase |-Metabolismus
4.1.3.2.1.1 N-Oxidation des Benzamidins zum Benzamidoxim

In den far in vitro-Studien verwendeten Humanhepatozytenkulturen traten keine dem
Benzamidoxim und dessen O-Glucuronid entsprechenden Signale im HPLC-
Chromatogramm und keine charakteristischen Fragmente (s. 4.1.3.1.1) dieser zwei
Verbindungen im Massenspektrum auf. Die N-Oxidation des Benzamidins konnte
folglich unter den Bedingungen dieses in vitro-Modells weder direkt noch indirekt
uber die Bildung von moglichen Phase IlI-Metaboliten des Benzamidoxims detektiert

werden.

4.1.3.2.2 Phase |I-Metabolismus des Benzamidins

In Inkubationen mit humanen Zellkulturen gab es keine Hinweise auf die Bildung von
Benzamidin-N-glucuronid, Benzamidin-N-sulfat und Benzamidin-N-acetat. Im
Gegensatz zu Benzamidin-N-glucuronid standen die Acetyl- und Sulfat-Verbindung
als Referenz zur Verfuigung. In keiner Probe konnten Peaks mit den Retentionszeiten
der Standardverbindungen nachgewiesen werden. Charakteristische lonen (Tab. 4.1)
der potenziellen Phase II-Metaboliten wurden unter den ESI-Bedingungen ebenfalls

nicht gefunden.
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Tabelle 4.1 Experimentell bestimmte Massensignale der Standards Benzamidin-
N-sulfat und Benzamidin-N-acetat und erwartete, aber nicht beobachtete
Massensignale fiir den potenziellen Phase ll-Metaboliten Benzamidin-
N-glucuronid, s = starkes Signal

Substanz Massenzahl Fragmentionen
Benzamidin-N-glucuronid 121 [Benzamidin+H]"
297 [M+H]"
(erwartete Massenzahlen) 319 [M+Na]*
Benzamidin-N-sulfat 121 [Benzamidin+H]"
143 [Benzamidin+Na]"
2014203 s [M+H]"
223 [M+Na]"*
239 [M+K]*
245 [M-H+2Na]"
Benzamidin-N-acetat 104 [Benzamidin+2H-NHs]"
121 [M+2H-COCH,]"*
163 s [M+H]"
185 [M+Na]"

4 1.4 Diskussion

Vorangegangene Untersuchungen im Arbeitskreis befassten sich ausflhrlich mit
Phase I-Reaktionen von Amidoximen bzw. Amidinen in verschiedenen Spezies,
Organen und mit den daraus gewonnenen unterschiedlichen Enzymquellen (Clement
2002). Nachdem Christiansen (2000) die Umsetzung des Benzamidoxims zum
Benzamidin in kultivierten Schweinehepatozyten gezeigt hatte, wurde in der
vorliegenden Arbeit erstmals diese N-Reduktion als dominierende Reaktion in
humanen Hepatozytenkulturen (Abb. 4.6), die die in vivo-Bedingungen in einem
grollem Ausmall nachahmen, beschrieben. Im Gegensatz zu friheren Studien mit
Kaninchenhomogenisat (Clement 1983) konnte die umgekehrte Reaktion, die
N-Oxidation vom Benzamidin zum Amidoxim, unter den Bedingungen dieses
in vitro-Modells nicht detektiert werden. Diese Tatsache konnte man mit einer
deutlich groleren Reaktionsgeschwindigkeit der N-Reduktion erklaren, so dass
gegebenenfalls intermediar gebildetes Benzamidoxim schnell rickreduziert wird und
deshalb auch nicht an Glucuronsaure gekoppelt werden kann. In Analogie zu

frlheren Studien mit Schweinehepatozytenkulturen unterstreicht die Dominanz der
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N-Reduktion in diesem menschlichen Zellsystem die Eignung des Prodrug-Prinzips,
das darauf beruht, die besser verfugbaren Amidoxime anstelle der schlecht

resorbierbaren Amidine einzusetzen.

OH
N~ NH
| N-Reduktion

NH, < - NH,

N-Hydroxylierung n.d.

Benzamidoxim Benzamidin

J Glucuronidierung

o. COO0 Na’
e OH

N
| OH OH

NH,

Benzamidoxim-O-glucuronid

Abbildung 4.6 Phase I- und Phase lI-Metabolismus des Benzamidoxims in
humanen Hepatozytenkulturen, n.d. = nicht detektierbar

Neben den Phase I-Reaktionen lauft die Glucuronidierung des Benzamidoxims (Abb.
4.6), die zu einem untoxischen Produkt fuhrt (Clement et al. 2001), in einem deutlich
geringeren Umfang ab. Das im Ames-Test mutagene Benzamidoxim-O-acetat wurde
in humanen Hepatozyten ebenso wenig gefunden wie in vorangegangenen Studien
mit porcinen Leberzellkulturen. Abweichend vom Metabolismus im Schwein konnten
in menschlichen Zellen keine Sulfate des Benzamidoxims und des Benzamidins
nachgewiesen werden. Dieses Fehlen konnte als Speziesunterschied in Bezug auf
die Sulfatierung gedeutet werden. Allerdings waren die Umsetzungsraten in porcinen
Zellen auch eher gering, so dass die Abwesenheit dieser Metaboliten moglicherweise
auch in einer nicht ausreichenden Nachweisgrenze oder in einer ungenugenden
Sulfatierungsfahigkeit der humanen Zellchargen begriindet liegt. In Ubereinstimmung
mit frGheren Studien mit Schweinehepatozyten gab es keine Hinweise auf die
Bildung samtlicher denkbarer Benzamidin-Metaboliten wie Benzamidoxim und
dessen Phase II-Produkte, Benzamidin-N-glucuronid und Benzamidin-N-acetat in

humanen Hepatozytenkulturen. Folglich ist, mit Ausnahme der Sulfatierung, der
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Metabolismus der Modellsubstrate Benzamidin und Benzamidoxim in den
Leberzellkulturen der Spezies Schwein und Mensch identisch und bestatigt damit die
Einsatzmoglichkeit von porcinen Hepatozytenkulturen als alternatives in vitro-Modell
gegenuber humanen Zellsystemen (Zuber et al. 2002). Demzufolge eignen sich
kultivierte Schweinehepatozyten nicht zuletzt aufgrund der leichten Zuganglichkeit
zur Testung des Metabolismus von neuen Arzneistoffen in der pharmazeutischen

Entwicklung.

4.1.5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Studie wurden der Benzamidoxim- und der Benzamidin-Metabolismus in
humanen Leberzellkulturen untersucht. Es konnte erstmals die Umsetzung des
Benzamidoxims zum Benzamidin als Hauptreaktion des metabolischen Zyklus in
humanen Hepatozyten gezeigt werden. Diese Beobachtung bestatigte das Prinzip
des Einsatzes des Amidoxims als Prodrug auch in zellularer Umgebung in vitro. Die
Glucuronidierung des Benzamidoxims lief hingegen deutlich langsamer ab. Weder
Phase I- noch Phase lI-Metaboliten des Substrates Benzamidin waren in
Inkubationen mit humanen Hepatozyten nachzuweisen. Aus friheren Arbeiten mit
Schweinehepatozyten (Clement et al. 2001, Frohlich et al. 2001) waren sowohl ein
ahnliches Verhaltnis zwischen den Reaktionsgeschwindigkeiten der N-Reduktion und
O-Glucuronidierung von Benzamidoxim als auch das Fehlen von Benzamidin-
Metaboliten bekannt, so dass diese Beobachtungen groRe Ahnlichkeiten zwischen
den Spezies Schwein und Mensch demonstrierten. Eine Ausnahme stellten
Benzamidin-N-sulfat und Benzamidoxim-O-sulfat dar, die in porcinen, nicht aber in

humanen Hepatozyten gefunden wurden.

Obwohl das eingesetzte in vitro-Modell die Bedingungen der in vivo-Situation zu
einem bedeutenden Teil simuliert, sollte in zukUnftigen Arbeiten der Metabolismus
von Benzamidoxim bzw. Benzamidin im lebenden Organismus mit Schweinen
untersucht werden. Vorteilhaft ist, dass im Gegensatz zu friiheren Untersuchungen
mit Ratten- und Kaninchenplasma (Clement et al. 1993b) nun eine analytische
Methode zum direkten Nachweis der Metaboliten zur Verfugung steht. Mit diesen

in vivo-Studien im Schwein koénnte die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus
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Inkubationen mit porcinen Hepatozytenkulturen auf die in vivo-Bedingungen
bezlglich dieser Substrate nachgepruft werden. Aufgrund der gezeigten
Speziesahnlichkeit zwischen Mensch und Schwein wirde die Vorhersagbarkeit der
Biotransformation im Menschen anhand von in vitro-Daten aus porcinen oder

humanen Hepatozytenkulturen untermauert werden.
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4.2 Biotransformation von N-Hydroxydebrisoquin und Debrisoquin
4.2.1 Einleitung
4.2.1.1 Bisherige Untersuchungen

In zahlreichen Arzneistoffen der unterschiedlichsten Anwendungsgebiete (z. B.
antihypertensive, antimikrobielle, antihistaminerge und antidiabetische Therapie) sind
Guanidine als funktionelle Gruppen enthalten (Clement 1986, Mutschler et al. 2001).
Debrisoquin und sein Metabolit N-Hydroxydebrisoquin zeigen z.B. blutdruck-
senkende Eigenschaften (Bailey und DeGrazia 1973). Die enthaltene Guanidin-
Funktion besitzt einen pKs-Wert von 12,5 (Allen et al. 1975) und weist somit eine
noch starkere Basizitat als die Amidine auf (Clement 1998). Gegenuber dem
Amidinium-lon wirken groRere mesomere Effekte stabilisierend auf das durch
Protonierung am doppelt gebundenen Stickstoff gebildete Guanidinium-lon (Abb.
4.7).

B v, i j
_N NH +H"
g e RS
-H*
NH, NH, NH, NH,
=+
Abbildung 4.7 Mesomere Grenzformen von protonierten Guanidinen (nach
Clement 1998)

Frihere Studien zum Metabolismus von Debrisoquin zeigten Polymorphismen-
Erscheinungen des damals noch nicht als P450-Enzym identifizierten CYP2D6 in
Hinblick auf die Verstoffwechslung zum 4-Hydroxydebrisoquin (Mahgoub et al. 1977).
Nachdem Idle et al. (1979) bereits die Beteiligung eines P450-Enzyms an der
genannten Reaktion angenommen hatten, konnte dies durch Distlerath et al. (1985)
anhand von gereinigtem P450p5, dem CYP2D6 vor der Nomenklaturnovellierung
(Nebert et al. 1987), erstmals bestatigt werden. Hydroxylierungen des Debrisoquins
in 5-, 6-, 7- und 8-Position sowie ringoffene Carbonsauren (Abb. 4.8) infolge von
1- oder 3-Hydroxylierungen wurden im Menschen und in der Ratte nachgewiesen

(Allen et al. 1975, Idle et al. 1979). Erst spater stellte sich heraus, dass an allen
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Hydroxylierungen das humane CYP2D6 beteiligt ist (Eiermann et al. 1998, Lightfoot
et al. 2000).

OH COOH
HO H
N\’%NH N\’%NH NYNH
NH NH NH
5-,6-,7-,8-Hydroxydebrisoquin 4-Hydroxydebrisoquin 2-(Guanidinomethyl)-

T phenylessigsaure
\ 5 4 /
6 3

/ 8 1

NH,
a i i H
N-Hydroxydebrisoquin NYNH
l NH,
COOH
2-(Guanidinoethyl)-benzoesaure
N \’40
NH,
Harnstoff-Derivat
Abbildung 4.8 Debrisoquin-Metabolismus (modifizierte Ubersicht aus Lightfoot

et al. 2000)

Eine N-Hydroxylierung von Guanidin-Gruppen wurde fur verschiedene nicht-
physiologische Substrate wie Debrisoquin (Clement et al. 1993c), N,N’-Diphenyl-
guanidin (Clement und Kunze 1993) und Guanfacin, einem Phenylacetylguanidinium-
Derivat (Clement und Demesmaeker 1997b), nachgewiesen. Clement et al. (1993c)
identifizierten das CYP2C3 aus dem Kaninchen als bei der N-Oxygenierung des
Debrisoquins zum N-Hydroxydebrisoquin involviertes Enzym. Diese Reaktion konnte
vermutlich aufgrund der leichten Rickreduktion hingegen nicht in Rattenhepato-

zytensuspensionen gezeigt werden (Wohlers 1994).
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N-Hydroxyguanidine, N-Hydroxyamidinohydrazone und Hydroxylamine werden wie
Amidoxime durch das gleiche Enzymsystem, bestehend aus der NADH-Cytochrom
bs-Reduktase, Cytochrom bs und einem P450-Enzym, reduziert. Lomb (1995)
reinigte das entsprechende P450-Enzym aus Schweineleber und charakterisierte es

als zur Familie CYP2D gehorend.

4.2.1.2 Zielsetzung

In vorangegangenen Studien mit Rattenhepatozytensuspensionen sowie mit
Lebermikrosomen der Spezies Kaninchen und Ratte wurde die leicht ablaufende
Reduktion vom N-Hydroxydebrisoquin zum Debrisoquin gezeigt, wohingegen die
umgekehrte N-Oxygenierung nur mit den mikrosomalen Fraktionen, nicht aber mit
der Zellsuspension nachgewiesen werden konnte (Clement et al. 1993c). Aufbauend
auf diese Untersuchungen war nun die Erforschung dieses metabolischen Zyklus
bestehend aus Oxidation und Reduktion in Hepatozytenkulturen von Interesse.
Dieses in vitro-Modell imitiert die in vivo-Bedingungen der Leber, so dass
Voraussagen zum Metabolismus in Lebewesen gemacht werden konnen (Guillouzo
et al. 1993, LeCluyse 2001, MacGregor et al. 2001).

Weiterhin sollte der Phase [I-Metabolismus des Debrisoquins naher betrachtet
werden. Nachdem Idle et al. (1979) auf indirektem Weg durch Zusatz von
B-Glucuronidase und Arylsulfatase keine Konjugationen feststellen konnten, sollte
nun eine HPLC-Methode entwickelt werden, die samtliche Metaboliten des
Debrisoquins auftrennt. Die Biotransformationsprodukte sollten dann massenspektro-
metrisch analysiert werden. Da bisher wenige Daten zum Phase |- und keine
Erkenntnisse bezlglich des Phase II-Metabolismus des N-Hydroxydebrisoquins
vorlagen, sollten in dieser Arbeit Untersuchungen zur Biotransformation dieses
Substrates mit Hepatozytenkulturen durchgefiihrt werden, die im Gegensatz zu
Zellfragmenten eine Aufdeckung samtlicher Reaktionen ermoglichen (Brandon et al.
2003). Neben der Aufklarung des Metabolitenmusters sollte vor allem die
Glucuronidierung, Sulfatierung und Acetylierung der N-Hydroxyguanidin-Funktion
naher betrachtet und charakterisiert werden. Daher erschien es sinnvoll, zusatzlich

zu der Entwicklung einer LC/MS-Methode den potenziellen Metaboliten N-Hydroxy-
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debrisoquin-O-glucuronid zu synthetisieren, um einen direkten Nachweis der
Stoffwechselprodukte zu ermdglichen.

Um Analogien und Unterschiede des Metabolismus in Menschen und Schweinen
ermitteln zu kénnen, galt es, die Biotransformationsstudien der guanidinhaltigen
Substrate sowohl in porcinen als auch in humanen Hepatozytenkulturen
durchzuflhren. Die aus den Inkubationsansatzen mit den humanen Zellen erhaltenen
in vitro-Daten koénnten im Weiteren mit Informationen aus in vivo-Studien am
Menschen korreliert werden, um den Einsatz sowohl von humanen als auch porcinen
Hepatozytenkulturen als geeignetes in vitro-Modell zur Untersuchung von
Xenobiotika zu unterstreichen (LeCluyse 2001, Zuber et al. 2002).

4.2.2 Methoden
4.2.2.1 Synthese verwendeter Standardverbindungen
4.2.2.1.1 Synthese von N-Hydroxydebrisoquin

Die von Bailey und DeGrazis (1973) beschriebene Methode wurde anhand von
analogen Synthesevorschriften (Clement 1986, Schnérwangen 1994) modifiziert:

Die Herstellung des Zwischenproduktes Cyanamid erfolgte zunachst 2,5 h unter
Ruhren bei 5°C im eisgekihlten Wasserbad. Im Anschluss wurde die Reaktion fir
16-20 h bei Raumtemperatur fortgesetzt.

Zur Synthese des N-Hydroxydebrisoquins wurden zunachst 2,3 g (14,3 mmol) des
hergestellten Cyanamids in 7 ml wasserfreiem Dioxan gelést, dann 1,77 g
(53,6 mmol) Hydroxylamin-Base (hergestellt nach Steudel und Schenk 1975) und
1,0 g (9,4 mmol) Na,CO3 hinzugegeben und die Losung 20 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach Entfernung des Dioxans wurde direkt aus Isopropanol umkristallisiert.
Die Identifizierung erfolgte zunachst per FeCls-Anfarbung nach dlnnschicht-
chromatographischer Trennung. Hierfir wurde die Kieselgelplatte zunachst in einer
DC-Kammer mit Triethylamin gesattigt. Das FlieBmittel bestand aus
Dichlormethan/Methanol/Triethylamin 85:15:1 (V/V/V). Zur Charakterisierung des
Produkts dienten die Ublichen analytischen Methoden. Alle Daten stimmten mit

Literaturangaben Uberein.
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4.2.2.1.2 Synthese von N-Hydroxydebrisoquin-O-glucuronid

Die Synthese des N-Hydroxydebrisoquin-O-glucuronid wurde analog zur Vorschrift
fur die Kopplung von Benzamidoxim mit geschutzter Glucuronsaure durchgefuhrt
(Clement et al. 2001).

Zu einer Lésung aus 0,96 mg (5,0 mmol) N-Hydroxydebrisoquin und 1,72g
(10,0 mmol) Cadmiumcarbonat in 75 ml getrocknetem Toluol wurden 3,97 g
(10,0 mmol) Methyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-1-bromo-1-desoxy-a-D-glucopyranosyl)-uronat
in 50 ml Toluol in einer Stickstoffatmosphare zugetropft, wahrend gleichzeitig die
zugefihrte Toluol-Menge abdestilliert wurde. Der Reaktionsansatz wurde im
Anschluss 30 min bei Raumtemperatur stehengelassen, filtriert und das Filtrat am
Rotationsverdampfer eingeengt. Nach Zugabe von Methanol zum Ruckstand bildete
sich eine Suspension, deren ungeldster Anteil abzentrifugiert wurde. Die
Aufreinigung des Uberstandes erfolgte zunachst Uber eine RP-Saule mit einer
Methanol/Wasser-Mischung  1:1  (V/V) und anschlieBend mittels Flash-
Chromatographie ebenfalls Uber eine RP-Sdule mit einem Methanol-Wasser-
Gradienten. Das in einer Ausbeute von ca. 3-4 mg (ca. 8 umol; 0,2%) entstandene
Produkt (Methyl{2,3,4-tri-O-acetyl-1-O-[3,4-dihydro-2(1H)-isochinolincarboxami-
doxim]-B-D-glucuopyranosyl }-uronat) wurde mithilfe von 'H-NMR (300 MHz, CDCl5),
BC-NMR (75 MHz, CDCls) und MS (ESI) charakterisiert: "H-NMR & 1,94/2,03/2,05
(3xs, 3x3H, CHgz); 2,88 (t, 2H, J = 5,6 Hz, Hajpnat); 3,43 (t, 2H, J = 5,8 Hz,
Haiiphat); 3,74 (s, 3 H, OCHa); 4,13 (d, 1 H, J = 9,33 Hz, H-5); 4,33 (s, 2 H, Haiiphat);
501 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-1); 524 (m, 3H, H-2/H-3/H-4); 7,13 (m, 4H,
Harom-57/6"/7°/8"); "*C-NMR & 21,2/21,3/21,5 (Me); 29,5 (Caiiphat); 44,4 (Caiiphat); 48,4
(Caiiphat.); 53,5 (OMe); 70,4 (C-5); 70,8 (C-4); 72,9 (C-3); 73,4 (C-2); 102,8 (C-1);
126,8/127,1/134,2/135,0 (Carom-57/6°/7°/8"); 158,8 (C=N); 168,0/170,1/170,4/170,7
(C=0); MS m/z 508 [M+H]".

Eine methanolische Losung dieser Verbindung wurde mit einer wassrigen
Natriumhydroxid-Losung versetzt und 30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Die freigesetzte Substanz wurde dann per LC/MS (4.2.2.4.1) analysiert. Die
Retentionszeit betrug 22,5+ 0,3 min und das Massenspektrum zeigte folgende
charakteristische lonen: m/z 368 [M+H]", 390 [M+Na]", 406 [M+K]", 412 [M-H+2Na]",
428 [M-H+Na+K]" und 350 [M+H-H,O]" (s. auch 4.2.3.2.2.1).
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4.2.2.2 Inkubationsbedingungen fur porcine und humane Hepatozyten

Die verwendeten Inkubationsbedingungen entsprachen dabei der in 4.1.2.1
beschriebenen Methode. Die Inkubationslosung enthielt die Substrate N-Hydroxy-

debrisoquin bzw. Debrisoquin in einer Konzentration von 200 uM.

4.2.2.3 Inkubationsbedingungen flr die Hydrolyse mit 8-Glucuronidase

Der Uberstand der nach 4.2.2.2 durchgefiihrten Inkubationen wurde zu gleichen
Teilen in zwei Reagiergefalle pipettiert, die Ansatze dann mit 8 yl B-Glucuronidase
bzw. 8 ul Aqua bidest. versetzt und 16 h im 37°C-Wasserbad inkubiert. Anschlie3end
wurden die Proben bei -20°C eingefroren, gefriergetrocknet und bei -20°C gelagert.
Vor Vermessung wurden sie in 40 pl FlieBmittel A geldst, 5 min bei 10000 U/min
zentrifugiert und der Uberstand in die Probenschleife injiziert. Parallel zu den
Inkubationen mit B-Glucuronidase wurden jeweils die entsprechenden Ansatze ohne

Enzym per LC/MS vermessen.

4.2.2.4 LC/MS-Analytik

Das von Lomb (1995) entwickelte Verfahren wurde fur die Bestimmung von

N-Hydroxydebrisoquin- bzw. Debrisoquin-Metaboliten per LC/MS modifiziert.

4.2.2.4.1 Untersuchung des Metabolismus von N-Hydroxydebrisoquin und des
Phase lI-Metabolismus von Debrisoquin

HPLC-Pumpe HP 1090 Series Il LC Hochdruckgradientenpumpe
(Hewlett Packard, Waldbronn)

Injektor Rheodyne 20 ul-Probenschleife

Detektor HP 1050 VWD UV/VIS Detektor

(Hewlett Packard, Waldbronn)

Massenspektrometer Esquire LC (Bruker, Bremen)

Interface ESI, positiver lonenmodus
Spruhdruck 40 psi
Trockengas 6,0 I/min

Trockentemperatur  350°C
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Scanbereich

Integrator

Stationare Phase

Mobile Phasen

Gradientenprofil

Flussrate
Detektion

Retentionszeiten

50 - 800 m/z

Data Analysis™, Version 3.0, Bruker Daltonics

(Bruker, Bremen)

LiChrospher® RP Select-B, 250 x 4 mm, Partikelgréfie 5 um,
in einer LiIChroCART®-Kartusche mit Vorséule RP Select-B,

4 x 4 mm, Partikelgrofie 5 um (Merck, Darmstadt)

FlieBmittel A: 25 mM Ammoniumformiat, pH 4,0 eingestellt mit
Ameisensaure und Acetonitril 95:5 (V/V)

FlieRmittel B: Acetonitril

Laufzeit (min) A (%) B (%)
0-30 Von 100 auf 80 Von 0 auf 20
30-35 80 20
35-40 100
40 - 50 100
0,5 ml/min (HPLC), Split 1:6 (MS)
UV, 208 nm

N-Hydroxydebrisoquin-O-glucuronid: 22,5 + 0,3 min
4-Hydroxydebrisoquin: 18,3 + 0,3 min
N-Hydroxydebrisoquin: 29,4 + 0,8 min

Debrisoquin: 31,6 £ 0,5 min

4.2.2.4.2 Untersuchung des oxidativen Metabolismus von Debrisoquin

HPLC-Pumpe

Injektor
Detektor

Massenspektrometer
Interface

Spruhdruck
Trockengas

Trockentemperatur

HP 1090 Series Il LC Hochdruckgradientenpumpe
(Hewlett Packard, Waldbronn)

Rheodyne 20 pl-Probenschleife

HP 1050 VWD UV/VIS Detektor

(Hewlett Packard, Waldbronn)

Esquire LC (Bruker, Bremen)

ESI, positiver lonenmodus

40 psi

6,0 I/min

350°C
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Scanbereich 50 - 800 m/z

Integrator Data Analysis™, Version 3.0, Bruker Daltonics
(Bruker, Bremen)

Stationare Phase LiChrospher® RP Select-B, 250 x 4 mm, PartikelgroRe 5 pm,
in einer LiIChroCART®-Kartusche mit Vorséule RP Select-B,
4 x 4 mm, Partikelgrofie 5 um (Merck, Darmstadt)

Mobile Phasen FlieBmittel A: 25 mM Ammoniumformiat, pH 4,0 eingestellt mit
Ameisensaure und Acetonitril 93:7 (V/V)

FlieBRmittel B: Acetonitril

Gradientenprofil Laufzeit (min) A (%) B (%)
0-60 100 0

60 — 65 80 20
65-70 80 20
70-80 100
80 -90 100

Flussrate 0,5 ml/min (HPLC), Split 1:6 (MS)

Detektion UV, 208 nm

Retentionszeiten 4-Hydroxydebrisoquin: 21,1 + 0,3 min

N-Hydroxydebrisoquin: 53,0 £ 0,5 min
Debrisoquin: 70,4 £ 1,3 min

Die  Ammoniumformiatiosung wurde durch einen  Sartorius-Membranfilter
(Porendurchmesser 0,45 um) filtriert. Nach Acetonitril-Zugabe wurde im
Ultraschallbad 15 min entgast. Die drei Standardverbindungen wurden jeweils

parallel zu den Proben vermessen.
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4.2.3 Ergebnisse

4.2.3.1 Metabolismus von N-Hydroxydebrisoquin in Schweinehepatozyten
4.2.3.1.1 Phase |-Metabolismus

4.2.3.1.1.1 Reduktionen

Es konnte gezeigt werden, dass Schweinehepatozyten N-Hydroxydebrisoquin rasch
zum N-reduzierten Metaboliten Debrisoquin, der ebenso wie der Standard bei
31,6 £ 0,5 min eluiert wurde, umsetzen. Durch LC/MS-Kopplung gewonnene
Massenspektren des Metaboliten und der Referenzsubstanz stimmten beztglich der
charakteristischen lonen mit m/z 176 [M+H]", m/z 159 [M+H-NH3]" und m/z
134 [M+2H-CNH,NH]" (iberein. Die Quasimolekilionen des N-Hydroxydebrisoquins
und Debrisoquins betragen 192 Th bzw. 176 Th. In Abbildung 4.9 sind diese
lonenspuren dargestellt.

x 108 |ntensitat
1,0

0,87

0,6

0,4

0,24

0,0_| L L e B B S S B B | T T |"|~7|7 LI S B B R R B
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Abbildung 4.9 Repréasentatives lonenchromatogramm einer  N-Hydroxy-
debrisoquin-Inkubation mit Schweinehepatozyten: (A) lonenspur
176 Th des Debrisoquins, (B) lonenspur 192 Th des N-Hydroxy-
debrisoquins
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4.2.3.1.1.2 Oxidationen

In den Inkubationsansatzen waren auflerdem zwei Metaboliten mit den
Retentionszeiten 17,1 +0,2min und 21,7+0,3min zu detektieren, die im
Massenspektrum als Hauptsignal das lon mit m/z 208 aufwiesen. Die Erhéhung der
relativen Molekllmasse des Substrats um 16 auf m/z 208 deutet auf einfache
Hydroxylierungen des N-Hydroxydebrisoquins hin. In den Leerwerten traten die zwei
beschriebenen Substanzen nicht auf.

MS-Signale mit m/z 224, die durch eine doppelte Hydroxylierung des Substrats

erklart werden konnten, waren nicht zu finden.

4.2.3.1.2 Phase |I-Metabolismus
4.2.3.1.2.1 Glucuronidierung

Anhand von massenspektrometrischen Untersuchungen wurde der Phase llI-
Metabolismus von N-Hydroxydebrisoquin in Schweinehepatozyten analysiert. Die
Suche nach mdglichen Signalen von glucuronidiertem N-Hydroxydebrisoquin ergab
Hinweise auf zwei Metaboliten, die bei 18,0 £ 0,2 min und 22,5 + 0,3 min eluiert
wurden. Die Molekiilionen mit m/z 368 [M+H]" dominierten bei beiden potenziellen
Glucuroniden. Die MS-Signale mit m/z 390 [M+Na]", 406 [M+K]", 412 [M-H+2Na]"
und 428 [M-H+Na+K]" reprasentieren Cluster der Glucuronide mit Natrium- und
Kaliumionen. Das entstandene lon 192 demonstriert eine Abspaltung der
Glucuronsaure von der Ausgangsverbindung. Das Fragment 174 Th Iasst sich durch

eine daran anschlieRende Abspaltung von Wasser erklaren (Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10 Repréasentatives Massenspektrum eines N-Hydroxydebrisoquin-

Metaboliten mit der Retentionszeit 22,5+ 0,3 min in einer
Schweinehepatozyten-Inkubation

Zum Vergleich ist hier das Massenspektrum der synthetischen Referenzsubstanz
abgebildet (Abb. 4.11).
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Abbildung 4.11 Massenspektrum des synthetischen N-Hydroxydebrisoquin-
O-glucuronids mit der Retentionszeit 22,5 * 0,3 min
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Durch Behandlung der Proben mit B-Glucuronidase konnte das Aglykon nur aus dem
Metaboliten mit der Retentionszeit 22,5 + 0,3 min freigesetzt werden. Die bei
18,0 £ 0,2 min eluierte Verbindung liel® sich nicht enzymatisch hydrolysieren. In
Abbildung 4.12 sind lonenspuren des lons 368 aus N-Hydroxydebrisoquin-
Inkubationen der Spezies Schwein und Mensch gegenubergestellt (vgl. auch

4.2.3.3.2.1). Das Verhaltnis der gebildeten Menge der zwei Metaboliten ist zwischen

[\B

Zeit (min)

den Spezies unterschiedlich.
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Abbildung 4.12 Représentative lonenchromatogramme des Ilon 368 aus
N-Hydroxydebrisoquin-Inkubationen: (A) mit kultivierten
Schweinehepatozyten, (B) mit kultivierten humanen Hepatozyten

4.2.3.1.2.2 Weitere Reaktionen

Far die Untersuchung weiterer Phase IlI-Metaboliten standen keine synthetischen
Referenzsubstanzen zur Verfugung. Es konnten keine Produkte detektiert werden,
die mdgliche charakteristische lonen (Tab. 4.2) des N-Hydroxydebrisoquin-O-sulfats

und des N-Hydroxydebrisoquin-O-acetats aufwiesen.
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Tabelle 4.2 Erwartete, aber nicht beobachtete Massensignale fiir die potenziellen
Phase lI-Metaboliten N-Hydroxydebrisoquin-O-sulfat und N-Hydroxy-
debrisoquin-O-acetat

Substanz Massenzahl Fragmentionen
N-Hydroxydebrisoquin-O-sulfat 272 [M+H]"

294 [M+Na]"

310 [M+K]*

192 [M+H-SO;]"
N-Hydroxydebrisoquin-O-acetat 234 [M+H]*

256 [M+Na]"

256 [M+K]*

192 [M+H-CH5;CO]*

4.2.3.2 Metabolismus von Debrisoquin in Schweinehepatozyten

Samtliche Debrisoquin-Metaboliten waren auch in den N-Hydroxydebrisoquin-
Inkubationen nachzuweisen. Sie wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit aber nur

in diesem Kapitel aufgefuhrt.

4.2.3.2.1 Phase I-Metabolismus
4.2.3.2.1.1 N-Oxidation des Debrisoquins zum N-Hydroxydebrisoquin

Das synthetische N-Hydroxydebrisoquin wurde bei 53,0 + 0,5 min eluiert und
zeichnete sich durch die lonen 192 [M+H]’, 175 [M+H-NH;3]" und 132
[M+H-HCNH2NOH]" im Massenspektrum aus. Zur Untersuchung der N-Oxidation von
Debrisoquin zum N-Hydroxydebrisoquin wurden zunachst gefriergetrocknete Proben
direkt per LC/MS vermessen, aber weder das HPLC- noch das
lonenchromatogramm lieferten bei der Retentionszeit des Standards entsprechende
Signale. Um eine Kopplung des N-Hydroxydebrisoquins an Glucuronsaure
auszuschlie3en, wurden mit g-Glucuronidase inkubierte Proben mittels dergleichen
analytischen Methode vermessen. Auch in diesen Ansatzen verlief die Suche nach

Hinweisen auf die N-Oxidation des Debrisoquins ergebnislos.
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4.2.3.2.1.2 Weitere Oxidationen

Einfache C-Hydroxylierungen des Debrisoquins fihren zu Molekilen mit der relativen
Masse von 192 Th nach der lonisation. Drei Metaboliten mit dieser Massenzahl
waren nach den Retentionszeiten von 18,3 +0,3min, 21,1+0,2min bzw.
23,1 £ 0,2 min in den Debrisoquin-Inkubationen mit Schweinehepatozyten zu finden.
Das synthetische 4-Hydroxydebrisoquin verhielt sich in dem analytischen System
entsprechend dem bei 18,3 + 0,3 min eluierten Metaboliten. Eine Veranderung des
Flielmittels (s. Methode 4.2.2.4.2) bewirkte wieder eine Elution von Standard und
Metabolit nach einer identischen Chromatographiedauer von nun 21,1 + 0,3 min.
lonen mit m/z 208 zeigen eine doppelte Hydroxylierung des Grundgerists an.
Entsprechend den N-Hydroxydebrisoquin-Inkubationen wurden in den Debrisoquin-
Ansatzen zwei Verbindungen mit m/z 208 bei den Retentionszeiten 17,1 + 0,2 min
und 21,7 + 0,3 min detektiert.

4.2.3.2.2 Phase Il-Metabolismus
4.2.3.2.2.1 Glucuronidierung

Neben der Aufklarung des Metabolitenmusters in  den Inkubationen mit
Hepatozytenkulturen sollten besonders Phase IlI-Reaktionen der Guanidin-Funktion
betrachtet werden. Folglich wurden die Massenspektren nach typischen lonen (m/z
352 [M+H]", 374 [M+Na]*, 390 [M+K]" und 176 [Benzamidin+H]") des potenziellen
Metaboliten Debrisoquin-N-glucuronid durchsucht. Es konnten keine entsprechenden
Signale in den Proben detektiert werden, die auf eine metabolische Bildung dieses
Konjugates hinwiesen.

In den Schweinehepatozyten wurden aus dem Substrat Debrisoquin aber drei
Verbindungen gebildet, die sich durch das Hauption mit m/z 368 auszeichneten und
nach 7,0 + 0,2 min, 10,5 + 0,4 min und 15,8 + 0,4 min eluiert wurden. Inkubationen
dieser Proben mit B-Glucuronidase zeigten, dass die drei Metaboliten unter diesen
Bedingungen hydrolysiert wurden (Abb. 4.13). Die Massenzahl 368 entsprache

Glucuroniden von hydroxylierten Debrisoquin-Derivaten.
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Abbildung 4.13 lonenchromatogramme des lons 368: (A) Debrisoquin-Inkubation

mit kultivierten Schweinehepatozyten, (B) Debrisoquin-Inkubation
mit kultivierten Schweinehepatozyten nach p-Glucuronidase-
Behandlung

4.2.3.2.2.2 \Weitere Reaktionen

In Inkubationen mit porcinen Zellkulturen konnten mittels Massenspektrometrie keine
charakteristischen lonen (Tab. 4.3) von Debrisoquin-N-sulfat und Debrisoquin-
N-acetat ermittelt werden. Es gab folglich keine Hinweise auf die Bildung dieser zwei

potenziellen Phase II-Metaboliten.
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Tabelle 4.3 Erwartete, aber nicht beobachtete Massensignale fiir die potenziellen
Phase lI-Metaboliten Debrisoquin-N-sulfat und Debrisoquin-N-acetat

Substanz Massenzahl Fragmentionen
Debrisoquin-N-sulfat 255 [M+H]"

277 [M+Na]*

293 [M+K]*

176 [M+H-SO3]"
Debrisoquin-N-acetat 218 [M+H]"

240 [M+Na]*

256 [M+K]*

176 [M+H-CH5COJ*

4.2.3.3. Metabolismus von N-Hydroxydebrisoquin in humanen Hepatozyten
4.2.3.3.1 Phase |-Metabolismus
4.2.3.3.1.1 Reduktionen

N-Hydroxydebrisoquin wurde in den humanen Hepatozyten ebenso rasch zu
Debrisoquin  N-reduziert wie in den porcinen Kulturen. Retentionszeit und
Massensignale des Metaboliten stimmten mit denen des Standards (s. 4.2.3.1.1.1)

uberein.

4.2.3.1.1.2 Oxidationen

In den N-Hydroxydebrisoquin-Inkubationen mit humanen Hepatozyten konnten zwei
Metaboliten (Abb. 4.14) mit dem Haupt-MS-Signal bei 208 Th und den
Retentionszeiten 17,1 £ 0,2 min und 21,7 + 0,3 min detektiert werden (vgl. 4.2.3.1.1.1
Schweinehepatozyteninkubation).

Zweifache Hydroxylierungen des Substrats, die im Massenspektrometer zu einer

relativen Masse von 224 fiihren wirden, konnten nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.14 Reprédsentatives lonenchromatogramm des lons 208 aus einer
N-Hydroxydebrisoquin-Inkubation mit kultivierten humanen
Hepatozyten

4.2.3.3.2 Phase II-Metabolismus
4.2.3.3.2.1 Glucuronidierung

Entsprechend den Inkubationen mit porcinen Hepatozyten konnte auch in humanen
Hepatozyten die Bildung von 2zwei Metaboliten mit 368 Th-Signalen im
Massenspektrum nach 18,0+ 0,2 min und nach 22,5+ 0,3 min nachgewiesen
werden (Abb. 4.11). Die Retentionszeiten und weitere MS-Fragmente stimmten
ebenfalls mit denen aus der Schweinehepatozyten-Inkubation (vgl. 4.2.3.1.2.1)
uberein. Auch in diesen Ansatzen konnte nur der nach 22,5+ 0,3 min eluierte

Metabolit enzymatisch hydrolysiert werden.
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4.2.3.3.2.2 \Weitere Reaktionen

In den Inkubationen mit Humanhepatozyten lagen keine massenspektrometrischen
Hinweise (s. 4.2.3.1.2.2) auf eine Sulfatierung und Acetylierung des Substrates

N-Hydroxydebrisoquin vor.

4.2.3.4 Metabolismus von Debrisoquin in humanen Hepatozyten

Samtliche Debrisoquin-Metaboliten waren auch in den N-Hydroxydebrisoquin-
Inkubationen nachzuweisen. Sie wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit aber nur

in diesem Kapitel aufgefuhrt.

4.2.3.4.1 Phase I-Metabolismus
4.2.3.4.1.1 N-Oxidation des Debrisoquins zum N-Hydroxydebrisoquin

Die Umsetzung von Debrisoquin zum N-Hydroxydebrisoquin wurde in den humanen
Hepatozyten nicht detektiert (vgl. 4.2.3.2.1.1). Weder die direkt nach der
Gefriertrocknung vermessenen Proben noch diejenigen, denen B-Glucuronidase

zugesetzt wurde, enthielten den N-oxidierten Metaboliten.

4.2.3.4.1.2 Weitere Oxidationen

In den Debrisoquin-Inkubationen mit humanen Zellen wurde die Bildung eines
Metaboliten demonstriert, der die gleiche Retentionszeit und aquivalente
Massenfragmente wie der 4-Hydroxydebrisoquin-Standard aufwies (s. 4.2.3.2.1.2). In
Analogie zu den Messungen mit porcinen Hepatozyten wurden ein weiterer einfach
hydroxylierter Metabolit des Debrisoquins (m/z 192, Retentionszeit 21,1 £ 0,2 min)
und zwei doppelt hydroxylierte Debrisoquin-Derivate (m/z 208, Retentionszeiten
17,1+ 0,2 min und 21,7 £ 0,3 min) nachgewiesen. Der in Schweinehepatozyten
gebildete Metabolit mit m/z 192, der unter den chromatographischen Bedingungen
nach 23,1 +0,2min eluiert wurde, konnte per LC/MS in den humanen

Hepatozytenkulturen nicht analysiert werden.
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4.2.3.4.2 Phase |I-Metabolismus
4.2.3.4.2.1 Glucuronidierung

Hinweise auf eine N-Glucuronidierung von Debrisoquin wurden bei der Auswertung
der Inkubationsansatze mit humanen Hepatozyten nicht erhalten. Charakteristische
lonen (vgl. 4.2.3.1.2.2) fur den potenziellen Metaboliten Debrisoquin-N-glucuronid
fehlten im Massenspektrum.

Im lonenchromatogramm traten entsprechend der Schweinehepatozyten-Inkubation
drei Signale fiur glucuronidiertes Hydroxydebrisoquin mit m/z 368 bei den
Retentionszeiten 7,0+0,2min, 10,5+0,4min und 158+0,4 min auf. Die
Behandlung dieser Proben mit B-Glucuronidase zeigte, dass die drei Metaboliten

enzymatisch hydrolysiert wurden (vgl. 4.2.3.1.2.2).

4.2.3.4.2.2 \Weitere Reaktionen

Die massenspektrometrische Untersuchung der Debrisoquin-Inkubationen mit
humanen Zellkulturen erbrachte keine Hinweise (s. Tab. 4.3) auf Umsetzungen des

Debrisoquins zum Debrisoquin-N-sulfat bzw. Debrisoquin-N-acetat.

4.2 .4 Diskussion

Wahrend vorangegangene Studien den metabolischen Zyklus der Modellsubstanzen
N-Hydroxydebrisoquin und Debrisoquin hauptsachlich mit Mikrosomen, 9000g-
Uberstanden und isolierten Enzymen untersuchten (Clement et al. 1993c), konnte in
dieser Studie erstmals die dominante N-Reduktion des N-hydroxylierten Guanidins in
einem komplexeren in vitro-System nachgewiesen werden. Da die in die andere
Richtung ablaufende N-Hydroxylierung des Debrisoquins weder direkt noch nach
Behandlung mit B-Glucuronidase in den Hepatozytenkulturen der Spezies Schwein
und Mensch detektiert werden konnte (Abb. 4.15), wird angenommen, dass die
N-Reduktion auch in vivo die uberragende Reaktion ist. Das Fehlen des N-Hydroxy-
debrisoquins konnte mit deutlich hoheren Umsetzungsraten der Reduktion

gegenuber der Oxidation erklart werden (Clement et al. 1993c).
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Abbildung 4.15 N-Hydroxydebrisoquin-Metabolismus in kultivierten Schweine-
und Humanhepatozyten, n.d. = nicht detektierbar

Signale mit m/z 208 im Massenspektrum geben Hinweise entweder auf eine einfache
Hydroxylierung des N-Hydroxydebrisoquins (m/z 192 + 16) oder auf eine zweifache
Hydroxylierung des Debrisoquins (m/z 176 + 2 x 16), wobei die Position der Reaktion
im Molekul nicht naher benannt werden kann. Da sowohl in N-Hydroxydebrisoquin-
also auch in Debrisoquin-Inkubationen jeweils diese zwei 208 Th-Signale detektiert
wurden und gleichzeitig eine messbare N-Oxidation von Debrisoquin zum
N-Hydroxydebrisoquin (s. 0.) ausgeschlossen werden konnte, wird angenommen,
dass die beschriebene Reaktion vom Debrisoquin ausgeht. Das N-Hydroxy-
debrisoquin  wird vermutlich zunachst reduziert und das dann entstandene

Debrisoquin zweifach hydroxyliert (vgl. Tab. 4.4 und Tab. 4.5).

Mit der hier beschriebenen Methode lie3en sich sadmtliche Phase llI-Metaboliten des
N-Hydroxydebrisoquins und Debrisoquins sowie einige Phase [-Metaboliten trennen
und in einem LC/MS-Lauf untersuchen. Erstmalig konnten so zwei Glucuronide des
N-Hydroxydebrisoquins in humanen und porcinen Hepatozyten detektiert werden
(Abb. 4.15). Zusatzlich zu den massenspektrometrischen Untersuchungen
(s.4.2.3.1.2.1 und 4.2.3.3.2.1) konnte die Bildung dieser Metaboliten durch
enzymatische Synthese mittels humaner rekombinanter UGT-Isoenzyme (s. 5.3.3)
bestatigt werden. Die Synthese des N-Hydroxydebrisoquin-O-glucuronids analog zu
der Literaturvorschrift fur die O-Glucuronidierung von Benzamidoxim gelang nur in
sehr kleinen Ausbeuten. Deshalb wurde nur die geschutzte Vorstufe und nicht das
durch Natronlauge freigesetzte Glucuronid per "H-NMR und "*C-NMR charakterisiert.

Die ldentifizierung des Kopplungsprodukts als ein O-Glucuronid erfolgte Uber das
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Fehlen eines Signals fur die NOH-Gruppe im '"H-NMR und die chemische
Verschiebung (5 102,8) des an den Kopplungssauerstoff gebundenen C1-Atoms der
Glucuronsaure im ">C-NMR-Spektrum. In der Literatur sind fiir O-Glucuronide
5-Werte dieses C-Atoms im ">C-NMR im Bereich von 100 bis 105 ppm zu finden
(Clement et al. 2001, Schamann und Schafer 2003), wahrend uUber Stickstoff
gekoppelte Glucuronate und Glykosylate chemische Verschiebungen von 80 bis
92 ppm aufweisen (Hoos et al. 1996, Murphy et al. 2003, Schamann und Schéafer
2003). AuBerdem kann das unterschiedliche hydrolytische Verhalten beider
Konjugate aus den Inkubationsansatzen nach Zusatz von B-Glucuronidase Hinweise
auf die Position der Glucuronidierung geben. Aus E.coli gewonnene
B-Glucuronidase hydrolysiert bevorzugt O-Glucuronide im Vergleich zu
N-Glucuroniden (Zenser et al. 1999). Die Arbeitsgruppe um Yuan (2002), die die
Verstoffwechslung von Valdecoxib erforschten, unterstrich diese Beobachtung. Da
aus dem N-Hydroxydebrisoquinglucuronid mit der Retentionszeit 22,5 + 0,3 min das
Aglykon nach B-Glucuronidase-Behandlung freigesetzt werden konnte, handelt es
sich demnach hierbei, wie auch anhand der synthetischen Referenz gezeigt, um ein
O-Glucuronid. Die enzymatische Hydrolysestabilitdt des zweiten glucuronidierten
Metaboliten (Retentionszeit 18,0 £+ 0,2 min) spricht fur die Bildung eines

N-Glucuronids.

In Ubereinstimmung mit den Studien der Amidine und Amidoxime in humanen Zellen
sowie der Amidinohydrazone und dessen N-hydroxylierten Derivaten in porcinen
Hepatozyten waren fir das untersuchte Guanidin bzw. N-Hydroxyguanidin keine
massenspektrometrischen Hinweise auf Sulfatierungen oder Acetylierungen zu
detektieren. Eine N-Glucuronidierung der Guanidin-Gruppe lief ebenso wenig ab.
Diese Ergebnisse unterstreichen die Beobachtungen von Idle et al. (1979), die
mittels indirekter Methodik ebenfalls keine Konjugate von Debrisoquin bzw.

C-hydroxyliertem Debrisoquin im menschlichen Urin nachweisen konnten.

Einfache Hydroxylierungen des Debrisoquins in den humanen und porcinen
Hepatozyten konnten anhand der lonen mit m/z 192 und den dazugehdrigen
Clustern belegt werden. Aufgrund des chromatographischen und massenspektro-

metrischen Verhaltens der Referenzsubstanz in unterschiedlichen FlielRmittel-
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systemen wurde die Bildung von 4-Hydroxydebrisoquin in beiden Spezies abgeleitet.
Wahrend die 4-Hydroxylierung des Debrisoquins eine typische Reaktion des
CYP2D6 im Menschen ist (Rendic und Di Carlo 1997), widerspricht das Auffinden
dieses Metaboliten im Schwein friheren Studien mit Mikrosomen des Gottinger
Minipigs (Skaanild und Friis 1997) und mit gereinigtem CYP2D aus dem Deutschen
Hausschwein (Friedrich 2003), die das Fehlen der 4-Hydroxylierung mit
Speziesunterschieden begrindet haben. Welche weiteren Kohlenstoffatome des
Grundgerusts hydroxyliert wurden, konnte in dieser Studie nicht naher bestimmt
werden. Lightfoot et al. (2000) zeigten, dass neben dem Hauptprodukt 4-Hydroxy-
debrisoquin phenolische Hydroxylierungen mit folgender Praferenz an den
Positionen 7 > 6 > 8 > 5 in humanen Lebermikrosomen ablaufen. Im Gegensatz zu
den Schweinehepatozyten wurden in den Inkubationen mit humanen Hepatozyten
nur insgesamt zwei Hydroxylierungen an verschiedenen Positionen im Molekdl
detektiert. Diese Beobachtung ist in zweierlei Weise Uberraschend, zum einen sind
fur den Menschen bereits Hydroxylierungen an allen C-Atomen des Debrisoquins
beschrieben worden (Eiermann et al. 1998, Lightfoot et al. 2000) und zum anderen
ware bei einem gleichzeitigen Nachweis von zwei verschiedenen doppelt
hydroxylierten Debrisoquin-Derivaten (m/z 208) die Detektion von mindestens drei
einfachen Hydroxylierungen zu erwarten. Dieser Umstand kdnnte entweder mit einer
unzureichenden enzymatischen Aktivitat der humanen Hepatozyten bezuglich dieser
Reaktionen oder vor dem Hintergrund des Nachweises drei verschiedener
Hydroxydebrisoquinglucuronide (m/z 368, s. u.) mit einer gegenluber der Hydroxy-

lierung schneller ablaufenden Glucuronidierung begriindet werden.

Im Gegensatz zu friheren Studien zum Debrisoquin-Metabolismus im Menschen
(Idle et al. 1979) konnten in dieser Arbeit erstmals drei Glucuronide von C-hydroxy-
liertem Debrisoquin (m/z 368) eindeutig fir die Spezies Schwein und Mensch
nachgewiesen werden (Abb. 4.16). Sowohl die enzymatische Hydrolyse dieser
Verbindungen mittels B-Glucuronidase als auch die erklarbaren Massenfragmente
(s.4.2.3.2.2.1 und 4.2.3.4.2.1) weisen auf diese Glucuronidierungen hin.
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Abbildung 4.16 Debrisoquin-Metabolismus in kultivierten Schweine- und Human-
hepatozyten

4.2.5 Zusammenfassung und Ausblick

Samtliche in dieser Arbeit mit humanen und porcinen Hepatozyten untersuchten
Reaktionen sind in Tabelle 4.4 und 4.5 aufgeflihrt. An dieser Stelle sei noch einmal
darauf hingewiesen, dass aufgrund der raschen N-Reduktion der N-Hydroxy-
guanidin-Gruppe alle fur das Debrisoquin beschriebenen Reaktionen auch in den

Inkubationen des N-Hydroxydebrisoquins ablaufen.

Tabelle 4.4 Ubersicht iiber untersuchte Reaktionen des N-Hydroxydebrisoquins in
porcinen und humanen Hepatozytenkulturen

Untersuchte Reaktionen Porcine Humane
(Anzahl unterschiedlicher Metaboliten) Hepatozyten Hepatozyten
N-Reduktion zum Debrisoquin + +
Einfache Hydroxylierungen (2)* + +

Zweifache Hydroxylierungen - -
O-Glucuronidierung + +
N-Glucuronidierung + +
O-Sulfatierung - -

O-Acetylierung - -

* ggf. keine einfachen Hydroxylierungen des N-Hydroxydebrisoquins, sondern doppelte
Hydroxylierungen des Debrisoquins
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Tabelle 4.5 Ubersicht iiber untersuchte Reaktionen des Debrisoquins in porcinen
und humanen Hepatozytenkulturen, tz = Retentionszeit

Untersuchte Reaktionen Porcine Humane
(Anzahl unterschiedlicher Metaboliten) Hepatozyten Hepatozyten

N-Oxidation zum N-Hydroxydebrisoquin - -

Hinweis auf 4-Hydroxylierung + +
Einfache Hydroxylierung mit tg = 21,1 £ 0,2 min + +
Einfache Hydroxylierung mit tg = 23,1 £ 0,2 min + -
Zweifache Hydroxylierungen (2) + +
Glucuronidierung des hydroxylierten Debrisoquins (3) + +
N-Sulfatierung - -

N-Acetylierung - -

Mit Ausnahme der bereits diskutierten fehlenden C-Hydroxylierung des Debrisoquins
sind alle gezeigten Biotransformationsreaktionen der Substrate N-Hydroxy-
debrisoquin und Debrisoquin in Hepatozytenkulturen der Spezies Mensch und
Schwein identisch. Nur qualitative Unterschiede in den Umsetzungsraten waren zu
detektieren. Wahrend in porcinen Zellen z.B. bevorzugt das vermeintliche
O-Glucuronid des N-Hydroxydebrisoquins gebildet wurde, setzten humane Enzyme
das N-Hydroxydebrisoquin in einem grélieren Umfang zum vermuteten N-Glucuronid
um (s. 4.2.3.1.2.1). Zusammenfassend bringt der Vergleich der zwei Spezies in
diesen in vitro-Studien grofe Ubereinstimmungen beziglich des Metabolismus von
Guanidinen und N-Hydroxyguanidinen. Am Beispiel der Debrisoquin-Derivate konnte
abermals die Eignung des Einsatzes von porcinen Hepatozyten in der
in vitro-Testung von Arzneistoffkandidaten als Alternative zu humanen Zellen gezeigt
werden. Die Gegenuberstellung der durchgeflhrten in vitro-Studien mit humanen
Hepatozytenkulturen und alteren in vivo-Untersuchungen am Menschen zeigt in
Hinblick auf die Phase I-Reaktionen sowohl Analogien aber auch Unterschiede. Die
Glucuronidierung des hydroxylierten Debrisoquins z. B. konnte bis jetzt nur in vitro
festgestellt werden. Folglich waren vergleichende in vivo-Studien, die mit einer der
hier beschriebenen entsprechenden analytischen Methode durchzufihren waren, fur

die Zukunft wiinschenswert. Da eine groRRe Ubereinstimmung der Spezies Schwein
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und Mensch gezeigt worden ist, konnten fur diese Studien Blut oder Urin von

Schweinen als Untersuchungsmatrix herangezogen werden.
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4.3 Biotransformationsstudien von Guanoxabenz und Guanabenz
4.3.1 Einleitung
4.3.1.1 Bisherige Untersuchungen

Guanoxabenz (1-(2,6-Dichlorbenzylidenamino)-3-hydroxyguanidin) und Guanabenz
(1-(2,6-Dichlorbenzylidenamino)-guanidin)  gehéren  zu  der Klasse der
Amidinohydrazone (Guanylhydrazone, Aminoguanidine). Sie sind bekannt flr ihre
zentrale agonistische Wirkung an az-Adrenozeptoren. Im Unterschied zu
Guanoxabenz (ehemals Benzérial®, Frankreich) wird Guanabenz heute noch als
Antihypertensivum unter den Namen Lisapres® (Brasilien), Tenelid® (Brasilien) und
Wytensin® (USA) eingesetzt.

Veroffentlichte Studien aus den frihen 80er Jahren befassten sich bevorzugt mit der
Biotransformation von Guanabenz in Ratten (Miyamoto et al. 1982), Rhesus-Affen
(Meacham et al. 1981) und im Menschen (Meacham et al. 1980). Als inaktiven
Hauptmetaboliten konnte im menschlichen Urin das (E)-4-Hydroxyguanabenz, ein
C-hydroxyliertes Derivat des Substrats, sowohl als Glucuronid als auch ungebunden
identifiziert werden (Abb. 4.17). Des Weiteren fanden Meacham et al. (1981) das
(£)-Guanabenz und dessen p-hydroxyliertes Derivat sowie 2,6-Dichlorbenzylalkohol
und zu einem geringen Prozentsatz weitere Metaboliten, die nicht naher
charakterisiert wurden. Neben der bisher beschriebenen aromatischen Hydroxy-
lierung und anschlieBenden O-Glucuronidierung traten in einem geringen Umfang
auch N-Glucuronide auf (Holmes et al. 1983). Samtliche Glucuronide wurden bisher
allerdings nur auf indirektem Weg uUber die Freisetzung durch p-Glucuronidase

bestimmt.
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Abbildung 4.17 In vivo-Metabolismus von Guanabenz im Menschen

(Meacham et al. 1980)

Obwohl Guanoxabenz bis 1992 in Frankreich unter dem Namen Benzérial® als
Arzneistoff gegen Bluthochdruck im Handel war, sind Literaturdaten zu dessen
Biotransformation bis zu diesem Zeitpunkt nicht publiziert worden. Nachdem die
N-Hydroxylierung sowie die umgekehrte N-Reduktion flr das Amidinohydrazon G256
bzw. NOH-G256 beobachtet und naher charakterisiert wurden (Clement et al. 1994),
folgten Untersuchungen zum metabolischen Zyklus (bioreversible Reaktionen) des
Guanoxabenz mit mikrosomalen Fraktionen von Kaninchen, Schwein und Mensch
(Clement et al. 1996). Es zeigte sich, dass die N-Reduktion wesentlich schneller
ablauft als die umgekehrte N-Oxidation und somit vermutlich auch in vivo die
vorherrschende Reaktion ist (Abb. 4.18). Guanoxabenz wurde im rekonstituierten
System durch das humane Cytochrom P450-Isoenzym 2A6 (Karhan 2002) bzw.
durch ein porcines CYP2D-Enzym (Lomb 1995) im Zusammenspiel mit
Cytochrom bs, der NADH-Cytochrom bs-Reduktase und NADH N-reduziert. Fir die
N-Oxygenierung von Guanabenz zum Guanoxabenz im Menschen ist ausschliellich
CYP1A2 verantwortlich (Clement und Demesmaeker 1997a), so dass diese

Umsetzung als Markerreaktion fur dieses CYP-Isoenzym angesehen werden kann.
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Abbildung 4.18 Metabolismus von Guanoxabenz und Guanabenz im Schwein und
Menschen

1 N-Reduktion durch mikrosomale Préparationen sowie durch
Cytochrom bs, NADH-Cytochrom bs-Reduktase, NADH und einem
porcinen CYP2D-Enzym bzw. dem humanen CYP2A6 (Lomb 1995,
Clement et al. 1996, Karhan 2002), 2 N-Oxygenierung durch
mikrosomale Prédparationen (Clement et al. 1996) bzw. durch NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase, NADPH und dem humanen CYP1A2
(Clement und Demesmaeker 1997a)

Neben Cytochrom bs, bs-Reduktase und P450 kénnen auch weitere Enzyme diese
N-Reduktion von Guanoxabenz zum Guanabenz katalysieren. Studien mit Rattenmilz
(Uhlen et al. 1998, Dambrova et al. 1998a) zeigten die Beteiligung von
Xanthinoxidase, wahrend Untersuchungen mit Rattenhirn wiederum auf einen dritten
Mechanismus hinwiesen, bei dem die DT-Diaphorase eine bedeutende Rolle spielen
konnte (Dambrova et al. 1998b).

4.3.1.2 Zielsetzung

Vorangegangene in vivo-Studien beschaftigten sich ausschlieRlich mit der
Biotransformation von Guanabenz in den Spezies Mensch, Ratte und Rhesusaffen
und lieferten nur indirekte Hinweise auf die Bildung von Glucuroniden (Meacham et
al. 1980, Meacham et al. 1981, Miyamoto et al. 1982). Daher galt es, den
Phase IlI-Metabolismus in porcinen Hepatozytenkulturen, einem hierfur geeigneten
in vitro-System (Brandon et al. 2003), zu untersuchen. Besondere Beachtung sollte
die Glucuronidierung, Sulfatierung und Acetylierung der Amidinohydrazon-Gruppe

finden.
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Da uUber Phase II-Reaktionen des Guanoxabenz bisher keine Studien bekannt waren,
sollte deshalb im Folgenden dieses Substrat mit Schweinehepatozyten inkubiert und
das Metabolitenmuster aufgeklart werden. Samtliche Phase ll-, aber auch
Phase I-Metaboliten sollten mittels LC/MS-Analytik aufgetrennt und charakterisiert
werden.

Im Gegensatz zum Guanabenz erwies sich Guanoxabenz im Ames-Test in den
Stammen TA 98 und TA als mutagen (Clement et al. 1996). In Hinblick auf die
toxikologische Relevanz war es deshalb von groRRer Bedeutung, die bioreversible
N-Reduktion und N-Oxygenierung in einem in vitro-System zu untersuchen, das in
einem groRen Umfang die in vivo-Situation nachahmt. Denn nur so kdnnen die bisher
mit mikrosomalen und enzymatischen Fraktionen gewonnen Erkenntnisse bezuglich
der Detoxifizierung unterstrichen und Vorhersagen dieser Reaktionen im lebenden

Organismus ermdglicht werden.

4.3.2 Methoden

Es wurden jeweils die (E)-Isomere der Substrate Guanabenz und Guanoxabenz flr
die Inkubationen und den Stabilitatstest eingesetzt, die im Folgenden nur als

Guanabenz bzw. Guanoxabenz bezeichnet wurden.

4.3.2.1 Stabilitatstest von Guanoxabenz und Guanabenz

Das von Shearer und DeAngelis (1979) entwickelte Verfahren zur Bestimmung der
Photostabilitat wurde leicht modifiziert.

Nach Herstellung von 1%igen Guanoxabenz- bzw. Guanabenz-Lésungen in Ethanol
wurden diese FlUssigkeiten in verschlossenen Quarzkivetten funf Tage lang mit
UV-Licht der Wellenlange 254 nm bestrahlt. Im Anschluss wurden die Proben mit der
unter 4.3.2.4 beschriebenen LC/MS-Methode analysiert. Als Kontrollwert diente frisch

in Ethanol geléstes Guanoxabenz bzw. Guanabenz.
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4.3.2.2 Inkubationsbedingungen fur porcine Hepatozyten

Die porcinen Hepatozyten wurden entsprechend der Vorschrift (4.1.2.1) mit
Substratlosungen, die Guanoxabenz bzw. Guanabenz in einer Konzentration von
200 uM enthielten, inkubiert. Die Lagerung der Proben bis zur Vermessung erfolgte
bei -80°C.

4.3.2.3 Inkubationsbedingungen fur die Hydrolyse mit g-Glucuronidase

Die Biotransformationsansatze wurden analog zu 4.2.2.2 mit B-Glucuronidase
inkubiert. Nach Gefriertrocknung wurden sie bei -80°C gelagert. Die entsprechenden

Ansatze ohne B-Glucuronidase wurden jeweils parallel per LC/MS vermessen.

4.3.2.4 LC/MS-Analytik

Die im Folgenden beschriebene LC/MS-Methode zur Bestimmung von
Guanoxabenz- und Guanabenz-Metaboliten wurde an die von Clement et al. (1996)

entwickelte Methode angelehnt.

HPLC-Pumpe HP 1090 Series Il LC Hochdruckgradientenpumpe
(Hewlett Packard, Waldbronn)

Injektor Rheodyne 20 ul-Probenschleife

Detektor HP 1050 VWD UV/VIS Detektor

(Hewlett Packard, Waldbronn)

Massenspektrometer Esquire LC (Bruker, Bremen)

Interface ESI, positiver lonenmodus
Spruhdruck 40 psi
Trockengas 6,0 I/min

Trockentemperatur  360°C
Scanbereich 50 - 800 m/z
Integrator Data Analysis™, Version 3.0, Bruker Daltonics

(Bruker, Bremen)
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Stationare Phase LiChrospher® RP Select-B, 125 x 4 mm, PartikelgroRe 5 um,
in einer LiChroCART®-Kartusche mit Vorsaule RP Select-B,
4 x 4 mm, Partikelgrofie 5 ym (Merck, Darmstadt)

Mobile Phase Aqua bidest./Methanol/Eisessig 79,5:20:0,5 (V/V/V) pH 4,0

eingestellt mit konz. Ammoniak

Laufzeit 45 min

Flussrate 1,5 ml/min (HPLC), Split 1:6 (MS)
Detektion UV, 272 nm

Retentionszeiten (E)-Guanoxabenz: 23,7 + 0,5 min

(E)-Guanabenz: 34,5 + 0,9 min

Der verwendete Eluent wurde nach der Herstellung durch einen Sartorius-
Membranfilter (Porendurchmesser 0,45 um) filtriert und im Ultraschallbad 15 min
entgast. Die zwei Standardverbindungen wurden jeweils parallel zu den Proben

vermessen.

4.3.3 Ergebnisse
4 .3.3.1 Stabilitat von Guanoxabenz und Guanabenz

Das in der Kontrollldsung enthaltene Guanoxabenz zeigte bei einer Retentionszeit
von 23,7 £+0,5 min folgendes charakteristisches lonenmuster: 247 Th [M+H, mit
CIl*, 249 Th [M+H, mit 3'CIJ*, 269 Th [M+Na]* und 214 Th [M+H-NH,OHJ". Typische
Fragmente des Guanabenz, das bei 34,5 + 0,9 min eluiert wurde, waren die lonen mit
den m/z 231 [M+H, mit **CI]*, m/z 233 [M+H, mit *CIJ*, m/z 253 [M+Na]" und m/z
214 [M+H-NH,]".

Nach UV-Bestrahlung der Guanabenz-Probe wurde im HPLC-Chromatogramm
zusatzlich zur Ausgangssubstanz eine weitere Hauptverbindung detektiert. Die
Konzentration des Standards hatte sich halbiert, wahrend sich die zweite Substanz in
gleichem Male gebildet hatte. Diese neue Verbindung wurde bei 15,3 £ 0,5 min
eluiert und wies die in Tabelle 4.6 aufgelisteten Fragmentionen auf, die mit denen der

Ausgangssubstanz zum grof3en Teil Ubereinstimmten. Da der Stabilitatstest analog
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zu der literaturbekannten Vorschrift durchgeflhrt wurde, handelt es sich bei dieser
zweiten neu gebildeten Substanz um das (Z)-Isomer des Guanabenz.

In der bestrahlten Guanoxabenz-Probe traten ebenfalls zwei Verbindungen auf, die
groRe Intensitaten flr die lonen mit m/z 247 und m/z 249 aufwiesen. Auflerdem
waren weitere Massenzahlen der zwei Verbindungen identisch (Tab. 4.6), was auch
hier auf eine Isomerisierung des Standards zur (Z2)-Form hinweist. Das

Photodegradationsprodukt wurde nach 10,0 £ 0,3 min eluiert.

Tabelle 4.6 Massensignale der Photodegradationsprodukte von Guanoxabenz
(Retentionszeit 10,0 + 0,3 min) und von Guanabenz (Retentionszeit
15,3 + 0,5 min), s = starkes Signal

Substanz Massenzahl Fragmentionen
Photodegradationsprodukt 247 s [M+H, mit 3°CI]*
von Guanoxabenz 249 s [M+H, mit *'CI]*

269 [M+Na]"

214 [M+H-NH,OH]"

172 [M+H-HNH,CNH,NOH]*
Photodegradationsprodukt 231s [M+H, mit *°CI]*
von Guanabenz 233s [M+H, mit *’CI]*

253 [M+Na]"

214 [M+H-NH,]"

172 [M+H-HNH,CNH,NH]"

4.3.3.2 Metabolismus von Guanoxabenz in Schweinehepatozyten
4.3.3.2.1 Phase I-Metabolismus
4.3.3.2.1.1 Reduktionen

Guanoxabenz wurde in Schweinehepatozytenkulturen rasch zu Guanabenz
N-reduziert. Der N-reduzierte Metabolit wurde bei einer Retentionszeit von
34,5 + 0,9 min eluiert. Durch LC/MS-Kopplung wurden Massenspektren von Metabolit
und synthetischem Standard gewonnen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Retentionszeiten und die Massenspektren des in den Inkubationen gebildeten

Guanabenz mit denen des Standards Ubereinstimmten (Abb. 4.19).
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Abbildung 4.19
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Standardverbindung
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4.3.3.2.1.2 Oxidationen

Ein einfach hydroxyliertes Guanoxabenz wirde im lonenchromatogramm als Signal
mit m/z 263 [M+H, mit *CIJ*, m/z 265 [M+H, mit *CI]* und m/z 285 [M+Na]
erscheinen. Die lonen bei 279 Th [M+H, mit *CIJ*, 281 Th [M+H, mit *'CI]* und
301 Th [M+Na]® waren fiir ein doppelt hydroxyliertes Guanoxabenz zu erwarten.
Guanoxabenz-Inkubationen, die durch LC/MS mittels ESI analysiert wurden,

erbrachten keine der genannten typischen Massensignale.

4.3.3.2.2 Isomerisierungen

Neben dem unter 4.3.3.2.1 beschriebenen N-reduzierten Metaboliten Guanabenz
wurde ein weiteres Biotransformationsprodukt mit ahnlicher Fragmentierung und
ahnlichen Hauptfragmenten detektiert. Dieser Metabolit wird wie das
Photodegradationsprodukt von Guanabenz (s. 4.3.3.1) bei 15,3 £ 0,5 min eluiert. Das
Massenspektrum dieses Metaboliten ist in Abbildung 4.20 dargestellt. Die lonen mit
den m/z 231, 233, 214 und 172 stimmen mit denen des Photodegradationsprodukts

von Guanabenz Uberein.
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Abbildung 4.20 Repréasentatives Massenspektrum eines Metaboliten mit der

Retentionszeit 15,3 £ 0,5 min aus einer Guanoxabenz-Inkubation
mit kultivierten Schweinehepatozyten
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In Abbildung 4.21 sind lonenchromatogramme der Summe der lonen 247+249 einer
Guanoxabenz-Inkubation mit Schweinehepatozyten (A) und des Photodegradations-
produktes von Guanoxabenz (B) dargestellt. Man sieht, dass die Retentionszeiten
der zwei Verbindungen (10,0 + 0,3 min) Ubereinstimmen. AuRerdem stehen die lonen

im Massenspektrum im gleichen Verhaltnis zueinander.
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Abbildung 4.21 Reprédsentative lonenchromatogramme der Summe der lonen

247+249: (A) Guanoxabenz-Inkubation mit kultivierten Schweine-
hepatozyten, (B) Photodegradationsprodukt von Guanoxabenz

4.3.3.2.3 Phase II-Metabolismus

4.3.3.2.3.1 Glucuronidierung

Wahrend frihere Arbeiten nur Phase |-Reaktionen des Guanoxabenz thematisierten,
sollte nun anhand von massenspektrometrischen Untersuchungen die
Glucuronidierung naher betrachtet werden. Obwohl keine synthetischen Standards
zur Verflgung standen, ergab die Suche nach denkbaren Signalen von

Guanoxabenzglucuroniden in den Inkubationsansatzen Hinweise auf die Bildung von
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funf verschiedenen glucuronierten Guanoxabenz-Metaboliten. Das Quasimolekulion
mit 423 Th [M+H, mit **CI]* und das entsprechende Signal mit 425 Th [M+H, mit
3CI]* waren jeweils die vorherrschenden Kationen. Es folgten Signale fiir Cluster mit
Natrium- und Kaliumionen mit m/z 445 [M+Na]" und m/z 461 [M+K]" sowie mit
m/z 247 fur das Guanoxabenz-Kation. Diese funf Metaboliten wurden nach
2,2+0,2min, 4,7 £+0,2min, 7,4 +0,3 min, 13,2+ 0,3 min und nach 16,8 £ 0,5 min
eluiert. Im gleichen Zeitraum traten keine entsprechenden Signale in den Leerwerten
ohne Hepatozyten bzw. in den Leerwerten mit Zellen ohne Substrat auf. In Abbildung
4.22 ist ein reprasentatives lonenchromatogramm der Summe der lonen 423+425
von einer Guanoxabenz-lnkubation mit Schweinehepatozytenkulturen dem lonen-

chromatogramm des Leerwertes ohne Hepatozyten gegenubergestellt.
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Abbildung 4.22 Reprédsentative lonenchromatogramme der Summe der lonen
423+425: (A) Guanoxabenz-Inkubation mit kultivierten Schweine-
hepatozyten, (B) Leerwert ohne Hepatozyten
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Der Zusatz von B-Glucuronidase bewirkte einen unterschiedlich stark ausgepragten
hydrolytischen Abbau der flinf potenziellen Guanoxabenzglucuronide (Abb. 4.23), der

nicht in den Parallelansatzen ohne Enzym zu verzeichnen war.
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Abbildung 4.23 Reprédsentative lonenchromatogramme der Summe der lonen
423+425: (A) Guanoxabenz-Inkubation mit kultivierten Schweine-
hepatozyten, (B) Guanoxabenz-Inkubation mit kultivierten
Schweinehepatozyten nach B-Glucuronidase-Behandlung

4.3.3.2.3.2 \Weitere Reaktionen

Es standen ebenso wie fiur den Nachweis der Glucuronidierung von Guanoxabenz
auch fur die Untersuchung weiterer Phase II-Metaboliten keine Referenzsubstanzen
zur Verfugung. Die Suche nach mdoglichem Guanoxabenz-O-sulfat oder
Guanoxabenz-O-acetat verlief ergebnislos. Es wurden keine Produkte detektiert, die
charakteristische lonen (Tab.4.7) dieser potenziellen Phase lI-Metaboliten

aufwiesen.
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Tabelle 4.7 Erwartete, aber nicht beobachtete Massensignale fiir die potenziellen
Phase lI-Metaboliten Guanoxabenz-O-sulfat und Guanoxabenz-O-acetat

Substanz Massenzahl Fragmentionen
Guanoxabenz-O-sulfat 327 [M+H, mit *°CI]*
329 [M+H, mit *"CI]*
349 [M+Nal"
365 [M+K]*
247 [M+H-SO4]*
Guanoxabenz-O-acetat 290 [M+H, mit 3°CI]*
292 [M+H, mit *"CI]"
312 [M+Nal"
328 [M+K]*
247 [M+H-CH5COJ*

4.3.3.3 Metabolismus von Guanabenz in Schweinehepatozyten

Die Bildung samtlicher Guanabenz-Metaboliten war auch in den Guanoxabenz-
Inkubationen nachzuweisen. Sie wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit aber nur

in diesem Kapitel aufgefuhrt.

4.3.3.3.1 Phase I-Metabolismus
4.3.3.3.1.1 N-Oxidation vom Guanabenz zum Guanoxabenz

Zur Untersuchung der N-Oxidation von Guanabenz zum Guanoxabenz wurden
zunachst gefriergetrocknete Proben direkt per LC/MS vermessen, aber weder das
HPLC-Chromatogramm noch das lonenchromatogramm lieferte bei der
Retentionszeit von Guanoxabenz entsprechende Signale (s. 4.3.3.2.1.1) in den
Guanabenz-Inkubationen. Es sollte im Weiteren Uberpruft werden, ob das
N-hydroxylierte Guanabenz (Guanoxabenz) gegebenenfalls an Glucuronsaure
konjugiert vorliegt. Nach Zusatz von g-Glucuronidase bildete sich kein Metabolit, der
bezlglich Retentionszeit und Fragmentierung dem Guanoxabenz entsprach. Die
Abbildung 4.24 zeigt die lonenchromatogramme der Summe der lonen 247+249
einer Schweinehepatozyten-Inkubation nach B-Glucuronidase-Zusatz im Vergleich

zum entsprechenden lonenchromatogramm des Guanoxabenz-Standards.
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Abbildung 4.24 Représentative lonenchromatogramme der Summe der lonen

247+249: (A) Guanabenz-Inkubation mit kultivierten Schweine-
hepatozyten nach B-Glucuronidase-Zusatz, (B) Standard
Guanoxabenz

4.3.3.3.1.2 Weitere Reaktionen

Im lonenchromatogramm (Abb. 4.24), das eine Guanabenz-Inkubation mit
Schweinehepatozytenkulturen zeigt, sind Metaboliten mit m/z 247 und 249 bei den
Retentionszeiten 16,2 + 0,5 min, 19,2 + 0,4 min und 27,3 + 0,6 min zu erkennen. Der
Zuwachs der Masse des Guanabenz um 16 Einheiten entspricht moglicherweise
einer einfachen Hydroxylierung. In denselben Inkubationen konnten aber keine lonen
mit 263 Th bzw. 265 Th nachgewiesen werden, die einen Hinweis auf eine doppelte

Hydroxylierung geben wurden.

4.3.3.3.2 Isomerisierungen

Bei den massenspektrometrischen Untersuchungen wurde ein Metabolit detektiert,
der eine dem Photodegradationsprodukt von Guanabenz entsprechende
Fragmentierung (s. 4.3.3.1) zeigt und ebenfalls bei 15,3 + 0,5 min von der Saule
eluiert wird. Die lonen mit der m/z 231, 233, 214 und 172 stimmen mit denen des

Photostabilitatstestprodukts Uberein.
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4.3.3.3.3 Phase |I-Metabolismus
4.3.3.3.3.1 Glucuronidierung

Aufgrund des Fehlens eines  synthetischen Standards  fir  das
Guanabenz-N-glucuronid wurde in den Ansatzen nach folgenden denkbaren lonen
fiir diesen Metaboliten gesucht: m/z 407 [M+H, mit **CI]*, m/z 409 [M+H, mit *'CI]*,
m/z 429 [M+Na]*, m/z 451 [M-H+2Na]" und m/z 231 [Guanabenz+H]". Ein Metabolit
mit dem in Abb. 4.25 dargestellten Massenspektrum wurde gefunden. Die
Retentionszeit betrug 4,6 + 0,2 min. Diese beschriebene Verbindung konnte nicht

durch g-Glucuronidase hydrolysiert werden.
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Abbildung 4.25 Représentatives Massenspektrum eines Metaboliten mit der
Retentionszeit 4,6 £ 0,2 min aus einer Guanabenz-Inkubation mit
kultivierten Schweinehepatozyten

Die lonen 423 Th ([M+H, mit *°Cl]*) und 425 Th ([M+H, mit *CI]"), die auf
Glucuroniderung von hydroxyliertem Guanabenz hindeuten, konnten in den
Inkubationsansatzen mit Guanabenz nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein
Signal mit der Retentionszeit 2,2 + 0,1 min, das nach B-Glucuronidase-Behandlung
verschwand (Abb. 4.26).
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Abbildung 4.26 Reprédsentative lonenchromatogramme der Summe der lonen
423+425: (A) Guanabenz-Inkubation mit kultivierten Schweine-
hepatozyten, (B) Guanabenz-Inkubation mit kultivierten
Schweinehepatozyten nach p-Glucuronidase-Behandlung

4.3.3.3.3.2 Weitere Reaktionen

In Inkubationen mit porcinen Zellkulturen gab es keine Hinweise auf die Bildung von
Guanabenz-N-sulfat und Guanabenz-N-acetat. In keiner Probe konnten mittels ESI
charakteristische lonen (Tab.4.8) dieser potenziellen Phase lI-Metaboliten

nachgewiesen werden.
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Tabelle 4.8 Erwartete, aber nicht beobachtete Massensignale fiir die potenziellen
Phase lI-Metaboliten Guanabenz-N-sulfat und Guanabenz-N-acetat

Substanz Massenzahl Fragmentionen
Guanabenz-N-sulfat 311 [M+H, mit *°CI]*
313 [M+H, mit *"CI]*
333 [M+Nal"
349 [M+K]*
231 [M+H-SO4]*
Guanabenz-N-acetat 273 [M+H, mit 3°CI]*
275 [M+H, mit *"CI]*
295 [M+Nal"
311 [M+K]*
231 [M+H-CH5COJ*

4 .3.4 Diskussion

Anhand der Vorschrift von Shearer und DeAngelis (1979) konnte das (E)-Guanabenz
unter Bestrahlung mit UV-Licht zur (Z)-Form isomerisiet werden. In
Ubereinstimmung mit den Literaturergebnissen zeigte sich, dass unter den
Testbedingungen die Ausgangsverbindung bis zur Gleichgewichtseinstellung
umgewandelt wurde. Analog zu der beschriebenen Vorgehensweise wurde flir das
(E)-Guanoxabenz verfahren. Da auch hierbei erwartungsgemal ein Photodegra-
dationsprodukt entstand, das entsprechende Massenfragmente wie das eingesetzte
(E)-lsomer aufwies, wird ebenfalls eine Isomerisierung von Guanoxabenz
angenommen (Abb. 4.27).

Identisches chromatographisches und massenspektrometrisches Verhalten konnte
einerseits fur Verbindungen in den Inkubationsansatzen und andererseits fur die
Photodegradationsprodukte des Guanoxabenz bzw. Guanabenz detektiert werden,
so dass unter den Kulturbedingungen flir die Hepatozyten vermutlich dieselbe
Umwandlung zur (Z)-Form ablauft. Die Isomerisierung von Guanabenz hatten bereits
Meacham et al. (1980) und Miyamoto et al. (1982) in in vivo-Untersuchungen in

Menschen und Ratten gezeigt.
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Cl
H
x N N-~+OH Cl
N/ \f uv Cl
NH, \N /H N-wOH
Cl
NH,
(E)-Guanoxabenz (Z2)-Guanoxabenz
Abbildung 4.27 Isomerisierung von Guanoxabenz unter UV-Bestrahlung

Die bereits in frGheren Studien zum metabolischen Zyklus beobachtete dominante
N-Reduktion des N-Hydroxyamidinohydrazons (Clement et al. 1996) konnte nun
erstmals in einer Hepatozytenkultur nachgewiesen werden. Im Unterschied zu den
Untersuchungen mit porcinen mikrosomalen Praparationen gab es in dieser Arbeit
keine Hinweise auf die entgegengesetzte N-Oxidation von Guanabenz (Abb. 4.28).
Es konnten weder die Isomere des Guanoxabenz noch die dazugehodrigen an
Glucuronsaure gekoppelten Derivate detektiert werden, so dass die N-Reduktion in
diesem Zellsystem somit die vorherrschende Reaktion darstellt. Dieses Ergebnis
steht in Einklang mit alteren Studien am Menschen, bei denen nach Verabreichung
von Guanabenz kein N-Oxidationsprodukt im Urin bestimmt wurde (Meacham et al.
1980). Deutlich hohere Umsetzungsraten der Reduktion im Vergleich zur Oxidation
konnen das Fehlen des potenziellen Metaboliten Guanoxabenz erklaren. Eventuell
zwischenzeitlich gebildetes N-hydroxyliertes Guanabenz kann aufgrund der grof3en
Reaktionsgeschwindigkeit nicht beobachtet werden.

Clement et al. (1996) fanden heraus, dass Guanoxabenz im Gegensatz zu
Guanabenz im Ames-Test mutagene Eigenschaften aufweist. Die Dominanz der
N-Reduktion spielt folglich in Hinblick auf die Toxizitat eine wichtige Rolle. Eine
rasche Umwandlung von hydroxylierten zum nicht-hydroxylierten Amidinohydrazon
kann somit als detoxifizierender Prozess in diesem in vitro-System, das zur
Simulation der in vivo-Bedingungen geeignet ist, angesehen werden.
Literaturbekannte Affinitatsstudien an a,-Adrenozeptoren aus der Ratte zeigen
100fach grolkere Wechselwirkungen des Guanabenz im Vergleich zum
Guanoxabenz (Uhlen et al. 1998). Folglich stellt die in Hepatozyten rasch ablaufende
N-Reduktion neben der Detoxifizierung eine Bioaktivierung des Prodrugs

Guanoxabenz dar.
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Unterschiede sind in Bezug auf weitere Phase |-Reaktionen in Guanoxabenz- und
Guanabenz-Inkubationen zu verzeichnen. Guanoxabenz wurde nicht hydroxyliert,
wohingegen das lonenchromatogramm (s. 4.3.3.3.1.2) deutlich auf die Bildung von
drei verschiedenen hydroxylierten Guanabenz-Metaboliten (m/z 247 bzw. 249)
hinweist. Diese Beobachtung stimmt mit Studien in den Spezies Ratte und Mensch
Uberein, in denen die Verbindungen (E)-4-Hydroxyguanabenz, (Z)-4-Hydroxy-
guanabenz und (E)-3-Hydroxyguanabenz als Biotransformationsprodukte von

Guanabenz identifiziert wurden (Meacham et al. 1980, Miyamoto et al. 1982).

Erstmals gelang der Nachweis von finf in Schweinehepatozyten gebildeten
Guanoxabenzglucuroniden, die innerhalb  eines = HPLC-Chromatogramms
voneinander getrennt werden konnten (Abb. 4.28). Im Massenspektrometer zeigten
alle Verbindungen Fragmentierungsmuster, die Uber Clusterbildung mit Alkali-lonen
oder Abspaltung stabiler Molekule erklarbar waren (s. 4.3.3.2.3.1). Die Bildung der
funf Glucuronide konnte sowohl Uber die durch pgB-Glucuronidase vermittelte
Hydrolyse als auch dber enzymatische Synthese mittels rekombinanter
UDP-Glucuronyltransferasen  (vgl. 5.3.4) bestatigt werden. Anhand der
Massenspektren lie3 sich die Position im Molekul, an der die Glucuronidierung
stattfand, nicht naher charakterisieren. Neben Konjugationen am Sauerstoff der zwei

Guanoxabenz-lsomere sind Reaktionen an unterschiedlichen Stickstoffen denkbar.

Cl Cl

\N/HYNWOH N-Reduktion \N/HYNH
cl NH, I\;Hydroxylierung n.d. Cl NA,
Guanoxabenz Guanabenz
Glucuronidierung
finf Glucuronide
Abbildung 4.28 Guanoxabenz-Metabolismus in Schweinehepatozytenkulturen,

n.d. = nicht detektierbar
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Die unter 4.3.3.3.3.1 beschriebenen Ergebnisse demonstrieren, dass in Inkubationen
mit Schweinehepatozytenkulturen ausgehend vom Guanabenz zwei Glucuronide
gebildet werden. Bei dem einen Konjugat handelt es sich um ein N-Glucuronid von
Guanabenz, worauf die lonen mit der m/z 407 und die UGT-katalysierte Synthese
(vgl. 5.3.5) hinweisen. B-Glucuronidase hydrolysierte dieses Reaktionsprodukt
allerdings nicht. Identische Beobachtungen wurden aber auch fur Studien mit dem
Cyclooxygenase-Hemmer Valdecoxib beschrieben. Wahrend sich die N-Glucuronide
nicht hydrolysieren lieRen, wurden aus den O-Glucuroniden nach B-Glucuronidase-
Behandlung die entsprechenden Aglykone freigesetzt (Yuan et al. 2002).

Das zweite in den Guanabenz-Inkubationen auftretende Glucuronid stammt aufgrund
der Massenzahl 423 von einem C- oder N-hydroxylierten Guanabenz, wobei generell
eine Kopplung der Glucuronsaure an ein Stickstoff- oder Sauerstoffatom mdglich
ware. Da Hydrolyseversuche mit B-Glucuronidase zwar einen guten Abbau des
Konjugats, der fur eine O-Glucuronidierung spricht (Zenser et al. 1999), aber kein
Auftauchen von N-hydroxyliertem Guanabenz (Guanoxabenz) im lonenchromato-
gramm bewirkten, handelt es sich vermutlich um ein O-Glucuronid eines
C-hydroxylierten Guanabenz, das bereits Holmes et al. (1983) als haufig
auftretenden Metaboliten beschrieben. Die Untersuchung von Pferdeurin auf
Phase II-Metabolite des Guanabenz fuhrte ebenfalls zum Nachweis eines
Glucuronides von hydroxylietem Guanabenz (Harkins et al. 2003). Aufgrund der
gleichen Massen von C- und N-hydroxyliertem Guanabenz wurde in dieser Studie
unter anderem die Bildung von Guanoxabenz-O-glucuronid diskutiert. Diese
Hypothese konnte fir Guanabenz-Inkubationen in Schweinehepatozytenkulturen
widerlegt werden.

Weitere Phase II-Reaktionen wie Sulfatierungen und Acetylierungen konnten in
diesem porcinen Zellsystem nicht fur die Substrate Guanoxabenz und Guanabenz
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den unter 4.2.3.1
und 4.2.3.2 gezeigten Fakten fir die stickstoffhaltigen Modellsubstanzen Debrisoquin

und N-Hydroxydebrisoquin.
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4.3.5 Zusammenfassung und Ausblick

Diese in vitro-Studie befasste sich mit dem Phase I- und II-Metabolismus der
Amidinohydrazone Guanabenz und Guanoxabenz in porcinen Hepatozytenkulturen.
Samtliche Metaboliten der zwei Substrate konnten in einem HPLC-Lauf aufgetrennt
und mittels der Massenspektrometrie naher bestimmt werden.

Erstmalig konnte in einem den in vivo-Bedingungen nahen in vitro-System die
Dominanz der N-Reduktion des Guanoxabenz zum Guanabenz nachgewiesen
werden und somit sowohl Untersuchungsergebnisse mit Zellfragmenten (Clement et
al. 1996) als auch solche aus klinischen Studien, die keine Hinweise auf die
umgekehrte N-Hydroxylierung erbrachten, unterstreichen (Meacham et al. 1980).
Auffallig war auch die ausgepragte Bildung von funf verschiedenen
Guanoxabenzglucuroniden, die zum ersten Mal demonstriert werden konnte. Diese
Reaktionen liefen im Vergleich zur O-Glucuronidierung von Benzamidoxim mit einer
deutlich groReren Geschwindigkeit ab. Da neben den in erster Linie interessanten
Reaktionen der Amidinohydrazon-Gruppe auch weitere Umsetzungen beobachtet
werden konnten, geben die Tabellen 4.9 und 4.10 jeweils einen Uberblick tber

samtliche in den Inkubationsansatzen betrachteten Reaktionen.

Tabelle 4.9 Ubersicht iiber untersuchte Reaktionen des Guanoxabenz in
Schweinehepatozytenkulturen

Nachgewiesene Reaktionen Nicht detektierbare Reaktionen
Reduktion zum Guanabenz Aromatische Hydroxylierungen
Flnf Guanoxabenzglucuronidierungen Sulfatierung

Acetylierung
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Tabelle 4.10 Ubersicht iiber untersuchte Reaktionen des Guanabenz in
Schweinehepatozytenkulturen

Nachgewiesene Reaktionen Nicht detektierbare Reaktionen
Drei aromatische Hydroxylierungen N-Hydroxylierung zum Guanoxabenz
Guanabenz-N-glucuronidierung Sulfatierung

Glucuronidierung eines C-hydroxylierten Acetylierung

Guanabenz

Neben der im Menschen nicht detektierbaren N-Oxidation von Guanabenz stimmen
auch weitere in Tabelle 4.10 aufgefiihrten Reaktionen im Schwein mit denen im
Menschen uberein (Meacham et al. 1980). Der positiv ausfallende Vergleich der
Ergebnisse zwischen den alteren invivo-Studien und diesen aktuellen
in vitro-Untersuchungen mit porcinen Hepatozytenkulturen zeigt abermals deutliche
Hinweise auf den geeigneten Einsatz dieser Zellkulturen als Ersatz flr
Untersuchungen an lebenden Gesamtorganismen oder mit schlecht verfigbaren
humanen Hepatozyten. Folglich sollten im Sinne der von Russell und Burch (1959)
veroffentlichten Empfehlungen zum Umgang mit Tieren in wissenschaftlichen
Experimenten zukiinftig vermehrt Biotransformationsstudien mit Schweinehepato-
zytenkulturen durchgefihrt werden und so ein Beitrag zum Tierschutz geleistet

werden.
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5 Einsatz von rekombinanten UGT-Isoenzymen zur
Untersuchung der Glucuronidierung

5.1 Einleitung
5.1.1 Allgemeine Betrachtungen

Die UDP-Glucuronyltransferasen (UGTs) der Saugetiere stellen eine Supergen-
familie dar (Mackenzie et al. 1997). Die Klassifikation dieser Enzyme erfolgt anhand
ihrer Abweichungen in der Aminosauresequenz in die Familien UGT1 und UGT2,
wobei letztere wiederum in zwei Subfamilien (2A und 2B) unterteilt wird. Bis heute
sind 15 humane UGT-Isoenzyme identifiziert worden (Tukey und Strassburg 2000).
Obwohl die Leber auch in Bezug auf die Glucuronidierung das Hauptstoffwechsel-
organ ist, kommen die UDP-Glucuronyltransferasen in zahlreichen weiteren Organen
vor. Die Bioverfugbarkeit oral eingenommener Arzneimittel hangt folglich nicht nur
von dem hepatischen | first pass“-Effekt ab, sondern auch von der haufig
unterschatzten, bereits im Magen-Darm-Trakt stattfindenden Glucuronidierung der
Wirkstoffe. Grol3e interindividuelle Unterschiede in der Resorption von Substanzen
konnen so nicht zuletzt aufgrund von Polymorphismen (s. 1.1.3.2) der humanen
UGTs auftreten (Tukey und Strassburg 2000). Tabelle 5.1 gibt einen Uberblick tber
ihre Lokalisation im menschlichen Korper. Mit Ausnahme von UGT1A7 und UGT1AS,
die im Gastrointestinaltrakt exprimiert werden, sind alle anderen Isoenzyme der
Subfamilie 1A in der Leber nachgewiesen worden. Im hepatischen sowie im

extrahepatischen Gewebe sind die Isoenzyme 2B4, 2B7 und 2B15 lokalisiert.
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Tabelle 5.1 Organverteilung der humanen UDP-Glucuronyltransferasen (Tukey und
Strassburg 2000, Fisher et al. 2001)

UGT-Isoenzym  Lokalisation (Organ)

1A1 Leber, Gallengange, Magen, Kolon, Dinndarm

1A3 Leber, Gallengange, Magen, Kolon, Dinndarm

1A4 Leber, Gallengange, Kolon, Dinndarm

1A6 Leber, Gallengange, Magen, Kolon, Gehirn, Dinndarm

1A7 Speiseréhre, Magen

1A8 Speiserdhre, lleum, Jejunum, Kolon

1A9 Leber, Kolon, Niere

1A10 Speiseréhre, Magen, Gallengange, Dinndarm, Kolon

2A1 Nasenepithel, Gehirn, fotale Lunge

2B4 Leber, DiUnndarm

2B7 Speiserdhre, Leber, Dinndarm, Kolon, Gehirn, Niere, Pankreas

2B10 Speiserdhre, Leber, Brustdriise, Prostata

2B11 Leber, Niere, Brustdriise, Prostata, Nebenniere, Haut, Fettgewebe,
Lunge

2B15 Speiserdhre, Leber, Prostata, Dinndarm

2B17 Prostata

Die UGT-Isoenzyme weisen nicht nur unterschiedliche Organverteilungen, sondern
auch Uberlappende Substratspezifitaten und Substrataktivitaten auf. Ein Substrat
kann folglich von mehreren Isoenzymen glucuronidiert werden und ein Isoenzym
setzt eine groRe Anzahl verschiedener endogener bzw. exogener Verbindungen um
(Wildt et al. 1999). Hingegen konnte kirzlich erstmals Serotonin (5-Hydroxy-
tryptamin) als mdgliches spezifisches Substrat des UGT1A6 identifiziert werden
(Krishnaswamy et al. 2003). Wahrend man zur Bestimmung von Cytochrom P450-
Aktivitaten meist so genannte Markerreaktionen, die ausschliel3lich durch ein CYP-
Isoenzym katalysiert werden, auswahlt, werden flur entsprechende Untersuchungen
der UGTs bis dato keine spezifischen Substrate herangezogen. 17p-Estradiol
(Abb. 5.1), ein endogenes Substrat fur UGT1A1 und 1A3 (Radominska-Pandya
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et al. 1999), ist ein Beispiel dafur. Die Isoenzyme UGT1A6, 1A9 und 2B15
glucuronidieren  bevorzugt groRe sperrige Phenole, aber auch das
4-Methylumbelliferon, wahrend UGT2B7 hauptsachlich die Hydroxylgruppe von
Xenobiotika mit Morphin-Grundgeristen konjugiert (Radominska-Pandya et al. 1999)
und UGT2B4 an der Glucuronidierung von Codein und Carvedilol beteiligt ist (Court
et al. 2003, Ohno et al. 2004). Das 4-Trifluormethyl-7-hydroxycumarin (Abb. 5.1) ist
hingegen sowohl fur die UGTs 1A6, 1A9, 2B15 als auch fur 2B4 und 2B7 als
Substrat zur Aktivitdtsbestimmung geeignet (Baranczweski et al. 2004, BD
Biosciences 2004). Tertiare Amine wie Amitriptylin, Imipramin und Trifluoperazin

(Abb. 5.1) werden unter Katalyse des 1A4 zu N-Glucuroniden umgesetzt (Tab. 5.2).

Tabelle 5.2 Auswahl an endogenen und exogenen Substraten der hepatischen
humanen UGT-Isoenzyme (Bock et al. 1999, Radominska-Pandya et al.
1999, Wildt et al. 1999, Court et al. 2003, Krishnaswamy et al. 2003, Ohno

et al. 2004)
UGT-Isoenzym  Endogene Substrate Exogene Substrate
1A1 Bilirubin, 178-Estradiol, Thyroxin Quercetin, Ethinylestradiol, SN-38
(Irinotecan-Metabolit), 1-Naphthol
1A3 17B-Estradiol, Estron 2-Aminofluoren, Scopoletin,
Alizarin
1A4 Androsteron, verschiedene 2-Aminofluoren, Benzidin,
Pregnane Amitriptylin, Imipramin,
Trifluoperazin
1A6 Serotonin 4-Methylumbelliferon, 1-Naphthol,
4-Nitrophenol, Methylsalicylat,
Paracetamol
1A9 Thyroxin, Estron, Retinolsaure Propofol, Propranol, Ketoprofen,
Ibuprofen, Butylphenol, Quercetin
2B4 Androsteron, verschiedene Carvedilol, Codein
Pregnane
2B7 Androsteron, Epitestosteron, Morphin, Naloxon, Codein,
4-Hydroxyestron, Linolsaure Ibuprofen, Buprenorphin,
S-Oxazepam, Valproinsaure
2B15 Dihydrotestosteron, 5a-Androstan-  Eugenol, 4-Methylumbelliferon,

3a, 4-Hydroxyestron Naringenin, Phenolphthalein
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Abbildung 5.1 Substrate fiir die Aktivitatsbestimmung der humanen hepatischen
UGT-Isoenzyme (UGT1A1 und 1A3 17B-Estradiol, UGT1A4
Trifluoperazin, UGT1A6, 1A9, 2B4, 2B7 und 2B15 4-Trifluormethyl-
7-hydroxycumarin)

Die UGTs sind membrangebundene Enzyme, deren aktives Zentrum zur luminalen
Seite des Endoplasmatischen Retikulums (ER) ausgerichtet ist. Die Membran des
ERs stellt eine Diffusionsbarriere fur Substrat, Metabolit und Cofaktor dar, so dass
zur Verhinderung der Latenz ein Porenbildner, wie z.B. Detergenzien oder
Alamethicin, den Inkubationsansatzen hinzugeflgt werden muss. Alamethicin ist ein
aus 20 Aminosauren bestehendes Peptid, das sich in die Membran einlagert und

diese somit perforiert (Fisher et al. 2001).

5.1.2 Zielsetzung

Bisher lagen noch keine Daten zur Glucuronidierung von Amidoximen,
N-Hydroxyguanidinen und N-Hydroxyamidinohydrazonen mit humanen UDP-
Glucuronyltransferasen vor. Deshalb sollte aufbauend auf die in Kapitel 4
beschriebenen Untersuchungen dieser Substratklassen mit Hepatozytenkulturen nun
erstmals gezeigt werden, welche humanen UGT-Isoenzyme an der Bildung dieser
Glucuronide beteiligt sind. Hierzu sollten alle im Handel befindlichen rekombinanten
humanen UGTs (1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9, 2B4, 2B7, 2B15), die in der Leber
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lokalisiert sind, herangezogen werden. Da aufgrund von Polymorphismen einiger
UGT-Gene grofe interindividuelle Unterschiede in Hinblick auf die Elimination und
Detoxifizierung von Substanzen auftreten kdénnen (Wells et al. 2004), ist die
Identifizierung der an den Umsetzungen beteiligten Isoenzyme von groRer
Bedeutung. Des Weiteren sollten die Ergebnisse der drei stickstoffhaltigen
Verbindungen Benzamidoxim, N-Hydroxydebrisoquin und Guanoxabenz gegenuber-
gestellt werden, um mdglicherweise allgemeine Regeln flr die Glucuronidierung
entsprechender Substrate ableiten zu konnen.

Es wurde aulerdem erhofft, dass ein Abgleich der beteiligten Enzyme mit
Literaturdaten Hinweise auf den Bindungsort der Glucuronsaure im Substratmolekdil
liefern konnte, so dass die Metaboliten auf diese indirekte Weise als N- oder
O-Glucuronide klassifizierbar waren.

Da im Studienverlauf keine oder nur sehr geringe Umsetzungsraten fur die
Glucuronidierung von Benzamidoxim zu verzeichnen waren, sollte die Aktivitat aller
eingesetzten UGT-Isoenzyme uberprift werden. Um dies zu ermoglichen, sollten
zunachst flr die Substrate 17g-Estradiol, Trifluoperazin und 4-Trifluormethyl-
7-hydroxycumarin und deren Glucuronide jeweils neue HPLC-Methoden entwickelt

werden.
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5.2 Methoden

5.2.1 Charakterisierung der UGT-Isoenzyme
5.2.1.1 17B-Estradiol-3-glucuronidierung
5.2.1.1.1 Inkubationsbedingungen

Die Uberprufung der Aktivitat der UGT-Isoenzyme 1A1 und 1A3 wurde in Anlehnung
an die Methode der Firma BD Biosciences bei 37°C im Schuittelwasserbad
durchgefuhrt. Ein typischer Inkubationsansatz bestand aus 150 yM 178-Estradiol,
1 mg/ml UGT Supersomes™ und ,UGT Reaction Mix“ Lésung A und B in einer
Endkonzentration von 2 mM UDPGA; 50 mM TRIS-HCI Puffer pH 7,5; 10 mM MgCl,
und 25 ug/ml  Alamethicin. Das Ansatzvolumen betrug 200 yl. Nach einer
Inkubationszeit von 60 min wurde die Umsetzung durch Zugabe von 100 pl
eisgekuhltem Acetonitril/Eisessig 94:6 (V/V) beendet. Dabei gefallte Proteine wurden
durch funfminltige Zentrifugation in einer Mikroliterzentrifuge bei 10000 U/min
sedimentiert und der Uberstand mittels HPLC analysiert. Um nicht-enzymatische
Reaktionen auszuschliefen, wurden analog ausgeflhrte Inkubationen, die als

TM«

Proteinquelle ,UGT insect cell control Supersomes ™ enthielten, vermessen.

5.2.1.1.2 HPLC-Analytik

Die im Folgenden beschriebenen HPLC-analytischen Bedingungen wurden

aufbauend auf die Methode der Firma BD Biosciences entwickelt.

HPLC-Pumpe Gradientenpumpe W510 mit Systemkontroller
(Waters, Milford, CT, USA)
Detektor W486 Tunable Absorbance Detector
(Waters, Milford, CT, USA)
Autosampler W710 WISP (Waters, Milford, CT, USA)
Integrator Maxima®-Software 820, Version 3.30

(Waters, Milford, CT, USA)
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Stationare Phase LiChrospher® RP Select-B, 250 x 4 mm, PartikelgroRe 5 um,
in einer LiChroCART®-Kartusche mit Vorsaule RP Select-B,
4 x 4 mm, Partikelgrofie 5 ym (Merck, Darmstadt)

Saulentemperatur Raumtemperatur (20-25°C)
Mobile Phase FlieRmittel A: Aqua bidest./Methanol/Acetonitril 85:9:6
(VIVIV), Zusatz von 20 pl Phosphorsaure 85% pro |
FlieRmittel
FlieRmittel B: Methanol
Gradientenprofil Laufzeit (min) A (%) B (%)
0-10 80 20
10-15 15 85
15-25 15 85
25-30 80 20
30-40 80 20
Flussrate 1,0 ml/min
Detektion UV, 280 nm
Injektionsvolumen 75 pl
Retentionszeiten 17B-Estradiol-3-O-glucuronid: 19,7 £ 0,2 min

17B-Estradiol: 21,4 + 0,2 min

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine 7-Punkt-Kalibrierung. Hierzu
wurden Losungen mit den Konzentrationen von 120 bis 1800 uM 178-Estradiol-3-
O-glucuronid im FlieBmittel hergestellt und mittels HPLC vermessen. Zur
Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde der Metabolit in Aqua bidest. gelést und
jeweils den Inkubationsansatzen (s. 5.2.1.1.1), die als Proteinquelle ,UGT insect cell

™« enthielten, in einer bestimmten Menge zugesetzt, dass sich

control Supersomes
der Kalibrierung entsprechende Endkonzentrationen des Metaboliten fur die

Wiederfindungsansatze ergaben.
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5.2.1.2 Trifluoperazin-N-glucuronidierung
5.2.1.2.1 Inkubationsbedingungen

Die Aktivitat des UGT1A4 wurde analog zu der unter 5.2.1.1.1 beschriebenen
Methode in 1,5 mI-ReaktionsgefalRen im 37°C-Schittelwasserbad bestimmt. Davon
abweichend enthielt ein typischer Inkubationsansatz zusatzlich zu den ,UGT
Reaction Mix“ Lésungen A und B in bekannten Konzentrationen 200 uM

Trifluoperazin als Substrat und 0,25 mg/ml UGT Supersomes™ als Proteinquelle.

5.2.1.2.2 HPLC-Analytik

Das von der Firma BD Biosciences entwickelte Verfahren wurde zur HPLC-

analytischen Untersuchung von Trifluoperazin und dessen N-Glucuronid variiert.

HPLC-Pumpe Gradientenpumpe W510 mit Systemkontroller
(Waters, Milford, CT, USA)
Detektor W486 Tunable Absorbance Detector
(Waters, Milford, CT, USA)
Autosampler W710 WISP (Waters, Milford, CT, USA)
Integrator Maxima®-Software 820, Version 3.30

(Waters, Milford, CT, USA)

Stationare Phase LiChrospher® RP Select-B, 250 x 4 mm, PartikelgroRe 5 um,
in einer LiChroCART®-Kartusche mit Vorsaule RP Select-B,
4 x 4 mm, Partikelgrofie 5 ym (Merck, Darmstadt)

Saulentemperatur Raumtemperatur (20-25°C)

Mobile Phase Fliel3mittel A: 0,1% Trichloressigsaure in Aqua bidest./
Acetonitril 80:20 (V/V)
FlieRmittel B: 0,1% Trichloressigsaure in Aqua bidest./
Acetonitril 50:50 (V/V)
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Gradientenprofil Laufzeit (min) A (%) B (%)
0-10 100 0

10-18 0 100
18 — 28 0 100
28 -35 100 0
35-45 100 0

Flussrate 1,0 ml/min

Detektion UV, 256 nm

Injektionsvolumen 75 pl

Retentionszeiten Trifluoperazin-N-glucuronid: 23,0 £ 0,2 min

Trifluoperazin: 24,7 + 0,2 min

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine 6-Punkt-Kalibrierung. Es
wurden Loésungen mit Konzentrationen von 30 bis 900 uM des Substrates
Trifluoperazin im FlieBmittel hergestellt und mittels HPLC vermessen. Da der
Metabolit nicht kauflich zu erwerben war, wurde ein ahnlicher Absorptionskoeffizient
fur  Substrat und  Glucuronid vorausgesetzt. Die Peakflachen des
Trifluoperazin-N-glucuronides wurden folglich Uber die mit Trifluoperazin erstellten
Wiederfindungen in Konzentrationen umgerechnet. Zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate wurden den typischen Inkubationsansatzen (mit ,UGT insect cell

control Supersomes™"

als Proteinquelle) die oben angegebenen Konzentrationen
des in Aqua bidest. gelosten Substrates hinzugefugt. Diese wurden dann wie

Inkubationen behandelt und per HPLC bestimmt.

5.2.1.3 4-Trifluormethyl-7-hydroxycumaringlucuronidierung
5.2.1.3.1 Inkubationsbedingungen

Die Testung auf Aktivitat der UGT-Isoenzyme 1A6, 1A9, 2B4, 2B7 und 2B15 wurde
entsprechend der unter 5.2.1.1.1 beschriebenen Vorschrift durchgeflhrt. Ein
typischer Inkubationsansatz bestand aus 50 yM 4-Trifluormethyl-7-hydroxycumarin,
UGT Supersomes™ und ,UGT Reaction Mix“ Lésung A und B in einer
Endkonzentration von 1 mM UDPGA; 50 mM TRIS-HCI Puffer pH 7,5; 10 mM MgCl;

und 25 pg/ml Alamethicin. Flir die Ansatze mit verschiedenen Isoenzymen wurden
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unterschiedliche Enzymkonzentrationen gewahlt: 0,05 mg/ml UGT Supersomes™
(1A6 und 1A9) und 0,25 mg/ml UGT Supersomes™ (2B4, 2B7 und 2B15).

5.2.1.3.2 HPLC-Analytik

HPLC-Pumpe

Detektor

Autosampler

Integrator

Stationare Phase

Saulentemperatur
Mobile Phase

Gradientenprofil

Flussrate
Detektion
Injektionsvolumen

Retentionszeiten

Gradientenpumpe W510 mit Systemkontroller

(Waters, Milford, CT, USA)

W486 Tunable Absorbance Detector

(Waters, Milford, CT, USA)

W710 WISP (Waters, Milford, CT, USA)

Maxima®-Software 820, Version 3.30

(Waters, Milford, CT, USA)

LiChrospher® RP Select-B, 250 x 4 mm, PartikelgroRe 5 um,
in einer LiChroCART®-Kartusche mit Vorsaule RP Select-B,
4 x 4 mm, PartikelgrofRe 5 um (Merck, Darmstadt)
Raumtemperatur (20-25°C)

FlieBmittel A: Aqua bidest./Methanol/Acetonitril 87,5:9:3,5
(VIVIV), Zusatz von 20 pul Phosphorsaure 85% pro |
FlieRmittel

Fliel3mittel B: Methanol

Laufzeit (min) A (%) B (%)
0-10 90 10

10-20 10 90
20-25 10 90
25-30 90 10
30-40 90 10

0,8 ml/min

UV, 325 nm

75 pl

4-Trifluormethyl-7-hydroxycumarin-O-glucuronid:
8,4 +1,0 min
4-Trifluormethyl-7-hydroxycumarin: 25,7 + 0,5 min
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Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine 7-Punkt-Kalibrierung. Hierzu
wurden Loésungen mit den Konzentrationen von 50 bis 500 yM 4-Trifluormethyl-
7-hydroxycumarin-O-glucuronid im FlieBmittel hergestellt und mittels HPLC
vermessen. Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde der Metabolit in Aqua
bidest. gelost und jeweils den Inkubationsansatzen (s. 5.2.1.3.1), die als

™« anthielten, in einer bestimmten

Proteinquelle ,UGT insect cell control Supersomes
Menge zugesetzt, so dass sich fir die Ansatze der Wiederfindung der Kalibrierung

entsprechende Endkonzentrationen des Metaboliten ergaben.

5.2.2 Glucuronidierung von Benzamidoxim
5.2.2.1 Inkubationsbedingungen

Ein typischer Inkubationsansatz bestand aus Benzamidoxim, Protein und den ,UGT
Reaction Mix“ Losungen A und B in Endkonzentrationen von 2 mM UDPGA; 50 mM
TRIS-HCI Puffer pH 7,5; 10 mM MgCl, und 25 ug/ml Alamethicin. In Abhangigkeit
vom UGT-Isoenzym wurden unterschiedliche Substrat- und Proteinkonzentrationen
gewahlt. Die Benzamidoxim-Konzentrationen betrugen 150 pM fir UGT1A1, 1A2 und
LJUGT insect cell control Supersomes™, 200 uyM fiir UGT1A4 und 50 pM fiir
UGT1AG, 1A9, 2B4, 2B7 und 2B15. In 1,5 mI-ReaktionsgefalRen wurden die Ansatze
mit einem Volumen von 200yl 6 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die
Inkubationen durch Einfrieren bei -20°C und anschlieBender Gefriertrocknung
abgestoppt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C. Vor der Vermessung
wurden sie in 40 ul FlieBmittel A geldst, 5 min bei 10000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand in die Probenschleife injiziert. Als Leerwerte dienten Inkubationsansatze

TMe

mit ,UGT insect cell control Supersomes als Proteinquelle, die den Proben

entsprechend aufgearbeitet wurden.



Studien zur Glucuronidierung mit rekombinanten UGT-Isoenzymen 133

5.2.2.2 LC/MS-Analytik

Zur quantitativen Bestimmung der Benzamidoxim-O-glucuronidierung wurden
zunachst wassrige Losungen der synthetischen Referenzsubstanz in Konzentra-
tionen von 5 bis 250 uyM hergestellt und diese dann unter Verwendung der unter
4.1.2.2 aufgefihrten LC/MS-Methode vermessen. Die Peakflachen der lonen-
chromatogramme mit der Summe der lonen mit m/z 119, 137, 313, 335, 357 und 373
wurden mithilfe der Integrationssoftware (Data Analysis™, Version 3.0, Bruker

Daltonics) erhalten.

5.2.3 Glucuronidierung von N-Hydroxydebrisoquin
5.2.3.1 Inkubationsbedingungen

Die Inkubationen wurden analog zu den unter 5.2.2.1 beschriebenen Ansatzen
durchgefuihrt. Nach Anlésen des Substrats N-Hydroxydebrisoquin in reinem DMSO
betrug die Endkonzentration des Losungsmittels im Inkubationsansatz max. 0,25%.

Um die Hydrolyseeigenschaften der Glucuronide in Anwesenheit von
B-Glucuronidase zu bestimmen, wurden nach der sechsstundigen Inkubation die
Ansatze bei 10000 U/min 5 min lang zentrifugiert, halbiert und mit 8 pl Enzym bzw.
8 ul Aqua bidest. versetzt. Es folgte eine Inkubation bei 37°C flir 16 h. AnschlieRend
wurden die Proben eingefroren, gefriergetrocknet und bei -20°C gelagert. Vor
Vermessung wurden sie in 40 pyl FlieBmittel A geldst, 5 min bei 10000 U/min
zentrifugiert und der Uberstand in die HPLC-Anlage injiziert. Parallel zu den
Inkubationen mit B-Glucuronidase wurden jeweils die entsprechenden Ansatze ohne

Enzym per LC/MS vermessen.

5.2.3.2 LC/MS-Analytik

Die unter 4.2.2.4.1 beschriebenen LC/MS-analytischen Bedingungen wurden zur
Untersuchung der Glucuronidierung des N-Hydroxydebrisoquins mittels UGT-

Isoenzymen angewandt.
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5.2.4 Glucuronidierung von Guanoxabenz bzw. Guanabenz
5.2.4.1 Inkubationsbedingungen

Die Inkubationen wurden entsprechend zu den unter 5.2.2.1 bzw. 5.2.3.1
beschriebenen Verfahren fur die enzymatische Glucuronidierung bzw. Hydrolyse
durchgefuhrt. Die Endkonzentration von DMSO, in dem das Substrat Guanoxabenz

angel6st wurde, betrug im Inkubationsansatz maximal 0,25%.

5.2.4.2 LC/MS-Analytik

Die Glucuronidierung von Guanoxabenz und Guanabenz wurde mithilfe der unter

4.3.2.4 aufgefuhrten Methode analysiert.

5.3 Ergebnisse
5.3.1 Charakterisierung der UGT-Isoenzyme
5.3.1.1 17B-Estradiol-3-glucuronidierung

Um das Ausmal} der Glucuronidierung zu bestimmen, wurden Kalibrierungen und
Wiederfindungen durchgefihrt (vergl. 5.2.1.1.2). Mithilfe der resultierenden
Peakflachen des 17p-Estradiol-3-glucuronids konnte die Umsetzung quantifiziert
werden.

Die Kalibrierung (*>0,9984 und n=3, je zweimal vermessen) und die
Wiederfindung (r* > 0,9972 und n =3, je zweimal vermessen) verliefen Uber den
gesamten Konzentrationsbereich linear (Abb. 5.2). Die daraus abgeleiteten
Wiederfindungsraten betrugen 86,2 bis 91,8%, wobei fir diese Abweichungen
vermutlich Adhasionseffekte des Metaboliten an das Kontrollprotein anzunehmen

waren.
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Abbildung 5.2 Kalibrierung und Wiederfindung von 17B-Estradiol-3-glucuronid

Die Signalfidchen sind Mittelwerte + SD aus n = 3 Ansétzen, je zweimal
vermessen (Kalibrierung r? = 0,9984; Wiederfindung r? = 0,9972).

Die Umsetzungsraten flr die Glucuronidierung von 17p-Estradiol-3-glucuronid mittels
UGT1A1 bzw. 1A3 betrugen 1550 + 490 pmol/(min x mg Protein) bzw. 760 + 60

pmol/(min x mg Protein).

5.3.1.2 Trifluoperazin-N-glucuronidierung

FUr die Quantifizierung des in den Inkubationen mit Trifluoperazin entstandenen
Glucuronids wurden mit der unter 5.2.1.2.2 aufgeflhrten neu entwickelten HPLC-
Analytik (Abb. 5.3) Kalibrierungen und Wiederfindungen durchgefuhrt. Aus den
Signalflachen des resultierenden Peaks des Trifluoperazins wurden die
Konzentrationen des Trifluoperazin-N-glucuronids bestimmt.

Die Kalibrierung (r? > 0,9942 und n = 3, je zweimal vermessen) und Wiederfindung
(r’>0,9994 und n=3, je zweimal vermessen) verliefen Uber den gesamten
Konzentrationsbereich linear. Die daraus abgeleiteten Wiederfindungsraten betrugen
77,4 + 18,6%.
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Die Glucuronidierung des Trifluoperazin durch das UGT1A4 ergab einen Wert von

4300 = 700 pmol/(min x mg Protein) flr die Umsetzungsrate.

B
0,4 -
0,3 -
E A
2 02
<
0,1 A
0,0 f_’JWJ
15 20 25 30 35
Laufzeit (min)
Abbildung 5.3 Reprédsentatives HPLC-Chromatogramm einer Trifluoperazin-
inkubation mit UGT1A4: (A) Trifluoperazin-N-glucuronid, (B)
Trifluoperazin

5.3.1.3 4-Trifluormethyl-7-hydroxycumaringlucuronidierung

Zur Quantifizierung des Metaboliten wurden Kalibrierungen und Wiederfindungen mit
der unter 5.2.1.2.2 aufgefuhrten Analytik durchgefiihrt. Die Bestimmung erfolgte tber
die Peakflachen, die aus der Absorptionsfahigkeit des 4-Trifluormethyl-
7-hydroxycumaringlucuronids resultierten.

Die Kalibrierung (r? > 0,9998 und n = 3, je zweimal vermessen) und Wiederfindung
(r’>0,9918 und n=3, je zweimal vermessen) verliefen Uber den gesamten
Konzentrationsbereich linear (Abb. 5.4). Die mittlere Wiederfindungsrate betrug
61,0%. Dieser geringe Wert lasst auf Adsorptionsphdnomene am biologischen

Material schlief3en.
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Abbildung 5.4 Kalibrierung und Wiederfindung von 4-Trifluormethyl-7-hydroxy-
cumaringlucuronid

Die Signalfidchen sind Mittelwerte + SD aus n = 3 Ansétzen, je zweimal
vermessen (Kalibrierung r? = 0,9998; Wiederfindung r? = 0,9918).

Tabelle 5.3 gibt einen Uberblick tber die Bildungsraten von 4-Trifluormethyl-

7-hydroxycumaringlucuronid bei einer Substratkonzentration von 50 yM.

Tabelle 5.3 Ubersicht der Umsetzungsraten von 4-Trifluormethyl-7-hydroxycumarin
zum Glucuronid mit verschiedenen UGT-Isoenzymen

UGT-Isoenzyme Aktivitat + SD (pmol/(min x mg Protein))
1A6 3990 + 490
1A9 7570 + 870
2B4 1510 + 240
2B7 1100 + 140

2B15 1140 + 80
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5.3.2 Glucuronidierung von Benzamidoxim

Zur Quantifizierung des Benzamidoxim-O-glucuronids wurden die Peakflachen der
lonenchromatogramme der Summe der lonen mit m/z 119, 137, 313, 335, 357 und
373 herangezogen. Die Kalibrierung (r* > 0,9998 und n = 3, je einmal vermessen)
und Wiederfindung (r* > 0,9949 und n = 3, je einmal vermessen) verliefen liber den
gesamten Konzentrationsbereich linear.

Die Glucuronidierung des Benzamidoxims war in Inkubationen mit drei
verschiedenen humanen rekombinanten UGT-Isoenzymen detektierbar. Das
Isoenzym 1A9 bildete das Glucuronid mit einer Aktivitat von 30,5+5,2
pmol/(min x mg Protein). Hingegen zeigten das UGT1A1 und 1A3 60fach geringere
Umsetzungsraten flur diese Konjugation (Abb. 5.5). Sowohl in den

™« als auch mit

Inkubationsansatzen mit den ,UGT insect cell control Supersomes
den Isoenzymen 1A4, 1A6, 2B4, 2B7 und 2B15 konnte kein Benzamidoxim-

O-glucuronid nachgewiesen werden.
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UGT1A1 UGT1A3 UGT1A9
Abbildung 5.5 Bildung von Benzamidoxim-O-glucuronid durch drei humane

hepatische rekombinante UDP-Glucuronyltransferasen (UGTs)
Die Umsetzungsraten sind Mittelwerte + SD aus n = 3 Inkubationen.
Die Glucuronidierung von Benzamidoxim durch die Isoenzyme
UGT1A4, 1A6, 2B4, 2B7 und 2B15 ist nicht detektierbar.
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5.3.3 Glucuronidierung von N-Hydroxydebrisoquin

N-Hydroxydebrisoquin wurde mit den rekombinant exprimierten UGT-Isoenzmyen
nach der unter 5.2.3.1 beschriebenen Vorschrift inkubiert. Es zeigte sich, dass alle
untersuchten UDP-Glucuronyltransferasen mit Ausnahme der Isoenzyme 1A6 und
2B4 das N-Hydroxydebrisoquin-O-glucuronid  bildeten. Die Bildung des
vermeintlichen N-Glucuronids des N-Hydroxydebrisoquins (vgl. 4.3.4) mit der
Retentionszeit von 18,0 + 0,2 min konnte nur in Inkubationen mit UGT1A1, 1A3, 1A4,
1A9 und 2B7 detektiert werden. In Abbildung 5.6 sind die lonenchromatogramme des
lons bei 368 Th vor und nach Behandlung einer UGT1A9-Inkubation mit

B-Glucuronidase abgebildet.

x104 - L
| Intensitat (\
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0- % T T 1 T T 1. T 1 T°. 1 T T 7] T 1
15.0 17.5 20.0 22.5 Zeit (min)
Abbildung 5.6 Reprédsentatives lonenchromatogramm fiir das Signal bei 368 Th

als charakteristisches Ilon von  N-Hydroxydebrisoquin-
glucuroniden mit den Retentionszeiten 18,0+%0,2min und
22,5+ 0,3 min: (A) UGT1A9-Inkubation, (B) UGT1A9-Inkubation
nach Behandlung mit B-Glucuronidase
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Es zeigte sich erneut, dass das N-Glucuronid schlechter hydrolysiert werden konnte
als das O-Glucuronid. Inkubationen samtlicher UGT-Isoenzyme wiesen ein der
Abbildung 5.6 entsprechendes Mengenverhaltnis der 2zwei Glucuronide
untereinander auf. In den Kontrollansatzen mit ,UGT insect cell control
Supersomes™- konnte keine Glucuronidierung nachgewiesen werden.

Da nur geringe Mengen des Standards N-Hydroxydebrisoquin-O-glucuronid
(val. 4.2.2.1.2) zur Verfugung standen, wurde auf eine Kalibrierung und somit auf die
Angabe absoluter Werte fur die Glucuronidierungsaktivitdten verzichtet. Die
Umsetzungsraten wurden folglich nur auf die Peakflachen der lonenchromato-
gramme des lons mit m/z 368, die Inkubationsdauer und die -eingesetzte

Proteinmenge bezogen (Tab. 5.4).

Tabelle 5.4 Glucuronidierung von N-Hydroxydebrisoquin durch rekombinante
humane UGT-Isoenzyme. Rangliste der metabolischen Aktivitédten dieser
Reaktion, = kein statistisch signifikanter Unterschied der Werte (Student’s
t-Test)

Retentionszeiten der N-Hydroxy- Rangliste der Umsetzungsraten
debrisoquinglucuronide (min)

18,0+ 0,2 1A9 > 1A4 = 1A1 > 2B7 = 1A3

22,5+0,3 1A9 > 1A1 > 1A3 = 2B7 = 1A4 = 2B15

5.3.4 Glucuronidierung von Guanoxabenz

In Guanoxabenz-Inkubationen mit den humanen rekombinanten UGTs wurde die
Bildung von funf verschiedenen Guanoxabenzglucuroniden mit den Retentionszeiten
22+0,2min, 4,7+0,2min, 7,4+0,3min, 13,2+0,3min und 16,8 +0,5 min
nachgewiesen. B-Glucuronidase hydrolysiert die Konjugate in einem unterschiedlich
groen AusmaR. In Inkubationen mit ,UGT insect cell control Supersomes™" konnte
keine Glucuronidierung des Guanoxabenz detektiert werden. Exemplarisch ist in
Abbildung 5.7 das Massenspektrum des zuletzt eluierten Glucuronids dargestellit.
Neben dem Quasimolekulion bei 423 Th lassen sich alle gezeigten lonen Uber die

Bildung von Clustern mit Alkali-lonen oder Uber Abspaltung stabiler Fragmente
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erklaren: 425Th [M+H, mit ¥CIJ', 445Th [M+Na]', 461 Th [M+K]’, 483 Th
[M-H+Na+K]", 405 Th [M+H-H,O]" und 247 Th [Guanoxabenz+H]".
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Abbildung 5.7 Représentatives Massenspektrum eines durch UGT-Isoenzyme
gebildeten Guanoxabenzglucuronids mit der Retentionszeit von
16,8 + 0,5 min

Da fur keines der Glucuronide ein synthetischer Standard zur Verfigung stand,
wurden die Umsetzungsraten Uber die Peakflache der lonenchromatogramme der
Summe der lonen 423 Th und 425 Th, die Inkubationsdauer und die eingesetzte
Proteinmenge berechnet. Tabelle 5.5 gibt die Ranglisten der Bildungsraten der
UGT-Isoenzyme fur alle finf nachgewiesenen Guanoxabenzglucuronide wieder. Es
zeigte sich, dass das UGT1A9 und das UGT1A1 an den jeweiligen Reaktionen zu
einem groRen Anteil beteiligt sind. Das Glucuronid mit der Retentionszeit
13,2+ 0,3 min wurde am meisten durch das Isoenzym 1A4 gebildet. Alle funf
gebildeten Glucuronide lielen sich durch Zusatz von B-Glucuronidase zu den
Inkubationsansatzen vollstandig oder teilweise hydrolysieren. Die Freisetzung des
Aglykons lief sowohl fur den Metaboliten mit der Retentionszeit 4,7 + 0,2 min als auch
fur das nach 7,4 £ 0,3 min eluierte Glucuronid langsamer ab und war somit zum

Zeitpunkt der Bestimmung nicht beendet.
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Tabelle 5.5 Glucuronidierung von Guanoxabenz durch rekombinante humane UGT-
Isoenzyme. Rangliste der metabolischen Aktivitdten dieser Reaktion,
= kein statistisch signifikanter Unterschied der Werte (Student’s t-Test)

Retentionszeiten der
Guanoxabenz- Rangliste der Umsetzungsraten
glucuronide (min)

22+0,2 UGT1A9 > 1A1

4,7+0,2 UGT1A9 = 1A4 > 1A1 = 1A3 > 2B15 = 2B7 > 2B4
74+03 UGT1A9 > 2B15 > 1A1 > 2B7

13,2+0,3 UGT1A4 > 1A9 = 1A1 = 1A3 = 2B15 > 2B7 >2B4 = 1A6
16,8 £ 0,5 UGT1A9 > 1A1 =2B15 = 1A4 > 1A3 > 2B7

5.3.5 Glucuronidierung von Guanabenz

Im Gegensatz zu den N-hydroxylierten Verbindungen wurde das Guanabenz nicht
mit den acht humanen UGTs inkubiert, sondern nur mit dem Isoenzym 1A9. Diese
Inkubation sollte namlich nur zur Bekraftigung der in Hepatozyten gefundenen
N-Glucuronidierung des Guanabenz dienen und nicht zu Zwecken der
Strukturaufklarung dieses Konjugats herangezogen werden. Die Ansatze enthielten
einen Metaboliten mit den Hauptionen 407 und 409, der bei 4,6 + 0,2 min eluiert
wurde. Diese MS-Signale deuten auf eine N-Glucuronidierung des Guanabenz hin
(Abb. 5.8). Der Metabolit konnte nur teilweise enzymatisch durch B-Glucuronidase
hydrolytisch in Glucuronsaure und sein Aglykon gespalten werden. Die Blindwerte

TMe

mit ,UGT insect cell control Supersomes ™ enthielten dieses Konjugat nicht.
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Abbildung 5.8 Repréasentatives lonenchromatogramm fiir das Signal bei 407 Th
als charakteristisches lon von Guanabenz-N-glucuronid mit der
Retentionszeit 4,6 £ 0,2 min

5.4 Diskussion

Aufbauend auf die vorangegangenen Studien mit Hepatozytenkulturen (s. Kapitel 4),
die sich im Wesentlichen mit der Glucuronidierung von stickstoffhaltigen
Verbindungen beschaftigten, sollte nun aufgeklart werden, welche humanen UDP-
Glucuronyltransferasen an den Reaktionen beteiligt sind.

Entsprechend der Glucuronidierung des Sauerstoffs von N-hydroxylierten
Arylaminen, fur die die Isoenzyme 1A9 und 1A7 begunstigt waren (Yueh et al. 2001),
wurde Benzamidoxim hauptsachlich durch das UGT1A9 O-glucuronidiert, wahrend
UGT1A1 und 1A3 60fach geringere Konjugationsraten zeigten.

Die durch UGT1A9 katalysierte Glucuronidierung des Sauerstoffs lief jedoch in einem
um den Faktor 250 geringeren Umfang ab als die O-Glucuronidierung des
4-Trifluormethyl-7-hydroxycumarins in der Testung auf Aktivitdt. Ahnliche

Unterschiede in den Umsetzungsraten berichteten aber bereits Strassburg et al.
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(1999) fur die Bildung von N-Hydroxyglucuroniden im Vergleich zur Glucuronidierung

von phenolischen Hydroxylgruppen.

Die Inkubationen von N-Hydroxydebrisoquin mit den UGT-Isoenzymen zeigten die
bevorzugte Bildung des Glucuronids mit der Retentionszeit 18,0 + 0,2 min gegenuber
der des O-Glucuronids, das nach 22,5 + 0,3 min eluiert wurde. Das Verhaltnis der
beiden Metaboliten zueinander stimmt in diesen humanen rekombinanten
UGT-Inkubationen mit den Ergebnissen aus den Ansatzen mit humanen
Hepatozyten Uberein; die porcinen Hepatozyten bildeten hingegen Uberwiegend das
zuletzt eluierte Konjugat.

Nachdem bereits ein N-Hydroxydebrisoquinglucuronid mithilfe der synthetischen
Referenzsubstanz als O-gekoppelter Metabolit (Retentionszeit 22,5 + 0,3 min)
identifiziert werden konnte (s. 4.2.3.1.2.1 und 4.2.3.3.2.1), sollte nun anhand von
Hydrolyseeigenschaften des Metaboliten und von Substratspezifitaten bzw.
Substrataktivitaten der UGT-Isoenzyme die Struktur des anderen N-Hydroxydebriso-
quinglucuronids aufgeklart werden. Die geringere enzymatische Hydrolysierbarkeit
dieses Konjugates mit g-Glucuronidase im Vergleich zu der des O-Glucuronids, die
ebenfalls in den Hepatozyteninkubationen beobachtet wurde, weist laut Zenser et al.
(1999) auf ein N-gekoppeltes Glucuronid hin. Die an der Reaktion beteiligten UGTs
weisen folgende Praferenz auf: 1A9 > 1A4 = 1A1>2B7 = 1A3. Das UGT1A9-
Isoenzym zeigt somit signifikant die hdchsten Umsetzungsraten. Da die Umsetzung
von tertidren Aminen zu quartaren N-Glucuroniden jedoch bevorzugt durch UGT1A4
und mit deutlich geringerer Effizienz auch durch UGT1AS3, nicht aber unter Katalyse
weiterer Isoenzyme ablauft (Green et al. 1998, Kaku et al. 2004, Wiener et al. 2004),
ist eine Glucuronidierung des ringgebundenen Stickstoffs des N-Hydroxydebrisoquin
auszuschlieen. Die Betrachtung der Substratspezifititen der an der
Glucuronidierung beteiligten UGT-Isoenzyme gibt keine weiteren Aufschllsse Uber
die exakte Struktur des Metaboliten, da die UGTs 1A1, 1A3, 1A4 und 1A9 sowohl fir
die Konjugation von primaren und sekundaren Aminen, an die verschiedene Reste
gebunden sind, als auch fur die Glucuronidierung von Hydroxylaminen verantwortlich
sind (Green und Tephly 1998, Radominska-Pandya et al. 1999, Ritter 2000).
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Die Bildung samtlicher Guanoxabenzglucuronide, die bereits in porcinen
Hepatozyten gezeigt wurde (s. 4.3.3.2.3.2), konnte nun auch anhand der
Inkubationen mit rekombinanten UDP-Glucuronyltransferasen flr die Spezies
Mensch demonstriert werden. Alle Glucuronide mit Ausnahme des Metaboliten mit
der Retentionszeit 13,2 + 0,3 min wurden grofdtenteils durch UGT1A9 gebildet. Das
Isoenzym 1A1, das das Guanoxabenz meist auch in einem relativ groen Ausmalf}
glucuronidiert, scheint fur den Metabolismus dieses Substrates ebenfalls von
Bedeutung zu sein. Da an den Konjugationen zahlreiche UGT-Isoenzyme beteiligt
sind und die Isoenzyme 1A3, 1A4 und 1A9 sowohl die Kopplung der Glucuronsaure
an stickstoff- als auch an sauerstoffhaltige Verbindungen katalysieren kdnnen (Ciotti
et al. 1999, Radominska-Pandya et al. 1999, Malfatti und Felton 2001), kdnnen
anhand der Substratspezifitdten und der Isoenzymaktivitdten keine Aussagen zur
Struktur der Guanoxabenzglucuronide abgeleitet werden. Die unter 4.3.4 postulierte
Bildung von drei N-Glucuroniden neben zwei O-Glucuroniden (E- und Z-lsomer) kann
folglich nur durch Studien zur Hydrolyse der Konjugate nach Behandlung der
Inkubationsansatze mit g-Glucuronidase unterstrichen werden. Die nicht vollstandige
Freisetzung des Aglykons aus den Metaboliten mit den Retentionszeiten
4,7 + 0,2 min und 7,4 + 0,3 min in mit rekombinanten UGTs inkubierten Proben und
in Inkubationen mit Schweinehepatozytenkulturen (vgl. 4.3.3.2.3.1) deuten auf
N-Glucuronide hin (Zenser et al. 1999, Yueh et al. 2001).

Das Auffinden des N-Glucuronids von Guanabenz in Schweinehepatozyten-
Inkubationen wurde nun mittels enzymatischer Synthese durch das rekombinante
humane UGT1A9 bestatigt. Der Bindungsort der Glucuronsaure im Molekul konnte in
dieser Versuchsreihe nicht aufgeklart werden, zumal in anderen in vitro-Studien mit
dem ebenfalls eine Amidinohydrazon-Struktur besitzenden Tegaserod N-Glucuroni-

dierungen an drei Stickstoff-Atomen nachgewiesen wurden (Vickers et al. 2001).

Die Isoenzyme UGT1A9 und 1A1 sind an samtlichen detektierten O- bzw.
N-Glucuronidierungen von Benzamidoxim, N-Hydroxydebrisoquin und Guanoxabenz
beteiligt, so dass sich daraus in Analogie zu friheren Studien mit Hydroxylaminen
(Ciotti et al. 1999, Malfatti und Felton 2001, Yueh et al. 2001) allgemein eine
bevorzugte Umsetzung von Amidoximen, N-Hydroxyguanidinen und N-Hydroxy-
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amidinohydrazonen durch diese UGTs ableiten lasst. Da das UGT1A1 gegenuber
dem 1A9 deutlich geringere Umsetzungsraten aufweist, ist die weit verbreitete
genetische Variabilitat dieses Isoenzyms (Fisher et al. 2001) fir den Metabolismus
dieser Modellsubstanzen von geringer Bedeutung. Grdlere Relevanz konnte
hingegen der erst kurzlich aufgedeckte Polymorphismus des UGT1A9s (Girard et al.
2004, Paoluzzi et al. 2004) haben, da das Isoenzym 1A9 die untersuchten
Glucuronidierungen in der Regel mit der gréfdten Effizienz durchfihrt. Die stark
dominierende N-Reduktion der drei N-hydroxylierten Substrate in einem dem
menschlichen Organismus nahen in vitro-System (s. Kapitel 4) relativiert allerdings

den Einfluss der interindividuellen genetischen Unterschiede des UGT1A9s.

5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Mithilfe der drei neu etablierten HPLC-analytischen Methoden fiur die Substrate
17B-Estradiol, 4-Trifluormethyl-7-hydroxycumarin und Trifluoperazin konnte die
Aktivitat der acht hepatischen humanen UGT-Isoenzyme erfolgreich bestimmt
werden. Ferner wurde die Bildung samtlicher Glucuronide der Substrate
Benzamidoxim, N-Hydroxydebrisoquin, Guanoxabenz und Guanabenz, die fur
Inkubationen mit porcinen und humanen Hepatozyten beschrieben wurden (vgl.
Kapitel 4), mittels enzymatischer Synthese bestatigt. Erstmals konnte aufgeklart
werden, welche humanen UGT-Isoenzyme an der Glucuronidierung der
N-hydroxylierten Substrate beteiligt sind. Es zeigte sich, dass diese Reaktionen
bevorzugt von den UGT1A9 und 1A1 katalysiert werden. Da fur diese beiden
Isoenzyme Polymorphismen (Miners et al. 2002, Girard et al. 2004) bekannt sind und
Glucuronidierungen einen Beitrag zur Detoxifizierung von Substanzen leisten (Ritter
2000), sollte in Zukunft bei der Entwicklung von Arzneistoffen verstarkt auf die
Aufklarung von involvierten Isoenzymen geachtet werden. Gleichzeitig sollten
in vitro-Studien mit dem gut erforschten Hepatozytenkulturmodell (LeCluyse 2001)
durchgefuhrt werden, um das Ausmal’ der Glucuronidierung zu bestimmen und so

den Einfluss von moglichen Polymorphismen bewerten zu konnen.
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6 Einsatz von porcinen Hepatozytenkulturen fur
Induktionsstudien

6.1 Einleitung
6.1.1 Bisherige Untersuchungen

Die Testung von Arzneistoffkandidaten auf potenzielle Interaktionen, wie
Enzyminduktionen, nimmt in der praklinischen Entwicklung eine bedeutende Rolle
ein (Smith 2000). In der Vergangenheit wurden Studien zur Induktion der Cytochrom
P450-Enzyme mit lebenden Tieren, meist Nagern, durchgeflhrt (Silva et al. 1998).
Speziesunterschiede zwischen Ratte und Mensch schrankten aber diese
in vivo-Versuche ein (Li et al. 1997). Rifampicin, ein potenter Induktor im Menschen
und im Kaninchen, zeigte z.B. in der Ratte nur schwache induzierende
Eigenschaften. Ahnliche Beobachtungen wurden auch fiir den CYP1A2-Induktor
Omeprazol gemacht (Shih et al. 1999). Pregnenolon-16a-carbonitril bewirkte einen
stark ausgepragten Anstieg von CYP3A-Enzymen der Ratte, wahrend in humanen
Zellen keine derartigen Effekte beschrieben wurden (Li et al. 1997). Deshalb werden
heute bevorzugt humane Hepatozytenkulturen fur Induktionsstudien eingesetzt, da
sie bezuglich Aussagekraft und Reproduzierbarkeit ein geeignetes in vitro-Modell
darstellen (LeCluyse 2001).

Aufgrund der begrenzten Verfugbarkeit von humanen Leberproben ist jedoch die
Anzahl der in der Forschung synthetisierten Substanzen, die so auf
Induktionserscheinungen getestet werden kdnnen, limitiert (Smith 2000). In jlingster
Zeit wird deshalb verstarkt nach Alternativen zu den humanen Hepatozyten
geforscht. Die Entwicklung von ,normalen® humanen Zelllinien, in denen alle
humanen CYP-Isoenzyme in einem naturlichen Verhaltnis exprimiert werden, flhrte
bisher nicht zum Erfolg (Li et al. 1997, Hewitt und Hewitt 2004). Da die bekannten,
eher lipophilen Induktoren wenig Ubereinstimmung in ihrem chemischen Aufbau
aufweisen, ist die Vorhersage von induktiven Potenzialen neuer Arzneistoff-
kandidaten anhand der Molekulstruktur lediglich begrenzt moglich (Smith 2000).
Viele Untersuchungen, die sich mit der Induktion von verschiedenen CYP-
Isoenzymen in porcinen Leberzellen beschaftigten, weisen auf eine Eignung dieser

Zellen flr das benannte Einsatzgebiet hin. Tabelle 6.1 gibt einen Uberblick tber die
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bereits in kultivierten Hepatozyten verschiedener Schweinerassen durchgefuhrten

Studien. Die Ergebnisse zeigen groRe Ubereinstimmung mit fiir den Menschen

bekannten Induktoren (vgl. 1.1.6).

Tabelle 6.1

porcinen Hepatozytenkulturen

In vitro-Studien zur Induktion von Cytochrom P450-Isoenzymen in

CYP-Subfamilie

Schweinerasse

Induktoren

Literatur

1A

2B

2C

2E1

3A

Great Yorkshire x
Dutch Landrace

German Landrace
Yucatan Minipig

Great Yorkshire x
Dutch Landrace

Large White/Piétrain
Large White/Piétrain

Great Yorkshire x
Dutch Landrace

Large White x
Landrace

Great Yorkshire x

Dutch Landrace

Large White/Piétrain

Dorac Pigs

Danish Landrace x
Duroc x Yorkshire

German Landrace

Yucatan Minipig

B-Naphthoflavon
(BNF)

3-Methylcholanthren
Omeprazol

Polychlorierte
Biphenyle

Phenobarbital
Phenobarbital

Phenobarbital
Rifampicin

Aceton,

Skatol (3-Methylindol)

Dexamethason
Phenobarbital
Rifampicin

Phenobarbital

Rifampicin

Carbamazepin
Phenobarbital
Phenylbutazon
Phenytoin
Rifampicin

Aroclor 1254
3-Methylcholanthren
B-Naphthoflavon
Phenobarbital

Rifampicin

Monshouwer et al.
1998

Hansen et al. 2000
Lu und Li 2001

Van der Burght et al.
2000

Desille et al. 1999
Desille et al. 1999

Monshouwer et al.
1998

Doran et al. 2002
Monshouwer et al.
1998

Desille et al. 1999

Hosagrahara et al.
1999

Olsen et al. 1997,
Skaanild und Friis
2000

Hansen et al. 2000

Lu und Li 2001
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Wahrend Phenobarbital und Rifampicin die Bildung des porcinen CYP3A-Isoenzyms
in den verschiedenen Schweinerassen steigern, sind Unterschiede in den induktiven
Eigenschaften des Dexamethasons zwischen den Rassen festzustellen. Nur in der
Kreuzung Great Yorkshire x Dutch Landrace konnte bis jetzt eine CYP3A-Induktion
durch Dexamethason detektiert werden (Monshouwer et al. 1998), wahrend Olsen et
al. (1997) bzw. Hosagrahara et al. (1999) fur die von ihnen untersuchten Rassen
sowie Lu und Li (2001) fur die Yucatan Minipigs dieses Phanomen nicht nachweisen
konnten.

Aulerdem sind bislang in vivo-Studien mit Schweinen der Rassen Yucatan Minipig,
Gottingen Minipig und Large White/Piétrain durchgefiihrt worden, die zur
Bestimmung der Induktion der CYP-Subfamilien 1A, 2A, 2B, 2C, 2E und 3A durch die
jeweils eingesetzten Induktoren Phenobarbital, Ethanol bzw. polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe dienten (Desille et al. 1999, Niemela et al. 1999,
Roos et al. 2002).

6.1.2 Zielsetzung

Bisherige Studien im Arbeitskreis mit Schweinehepatozytenkulturen als
in vitro-Modell beschaftigten sich ausschliel3lich mit der qualitativen Bestimmung von
Phase |- und Phase lI-Metaboliten stickstoffhaltiger Modellsubstrate. Da Hepato-
zytenkulturen generell fur verschiedenartige Testungen insbesondere in Hinblick auf
Toxizitat von Xenobiotika oder Interaktionen mit anderen Verbindungen geeignet sind
(Gomez-Lechon et al. 2001, Petlevski 2003), sollte nun erstmals der Einsatz von
porcinen Hepatozyten zur Untersuchung der Induktion von Cytochrom P450-
Enzymen im Arbeitskreis etabliert werden. Hierfur sollten zunachst anhand bekannter
Induktoren und Markerreaktionen in der Literatur beschriebene Methoden
reproduziert werden. Das porcine CYP3A29, das groRe Ubereinstimmung in der
Aminosauresequenz mit dem humanen CYP3A4 aufweist (Rendic und Di Carlo
1997, Soucek et al. 2001), sollte mittels Rifampicin (s. Abb. 6.1 und Tab. 6.1)
induziert und das Ausmall der gesteigerten Expression mittels der Testosteron-
6B-hydroxylierung, einer Markerreaktion des untersuchten Enzyms (Olsen et al.
1997), quantifiziert werden. Die Untersuchung dieses porcinen Isoenzyms ist von

besonderer Bedeutung, da das humane Gegenstick sowohl fur die Umsetzung
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Abbildung 6.1 Induktoren der Cytochrom P450-Unterfamilien 1A (Omeprazol), 2C

(Phenobarbital) und 3A (Rifampicin) (Daujat et al. 1992, Chen et al.
2004, Roymans et al. 2004)

zahlreicher Arzneistoffe verantwortlich ist, aber auch dessen Expression durch viele
Substanzen reguliert werden kann. Weiterhin sollte ein Enzym der Cytochrom-
Unterfamilie 2C untersucht werden. Hierfur wurde das Phenobarbital (Abb. 6.1), ein
fur Mensch und Schwein bekannter Induktor der CYP2C-Enzyme (Monshouwer et al.
1998, Chen et al. 2004), ausgewahlt. Die Detektion der Induktion sollte Uber die
Tolbutamidhydroxylierung (Abb. 6.2), einer typischen Reaktion des humanen
CYP2C9s und des CYP2C19s erfolgen (Lasker et al. 1998, Shadle et al. 2004). Das
porcine CYP2C42 weist 81% Ubereinstimmung zu den Genen der humanen
CYP2C9, CYP2C18 und CYP2C19 auf (Nissen et al. 1998).
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Abbildung 6.2 Tolbutamidhydroxylierung durch das humane CYP2C9-Isoenzym

(Shadle et al. 2004)

SchlieRlich sollte Omeprazol (Abb. 6.1), bekannt fir die Induktion von humanem
CYP1A2 (Farrell und Murray 1990, Daujat et al. 1992), zur Induktion des
entsprechenden Enzyms im Schwein eingesetzt werden und diese fluorimetrisch
uber das nach Deethylierung entstandene Resorufin (vgl. 3.1) detektiert werden.
Zumal bisher keine diesbezlglichen Studien mit Hepatozyten des Deutschen
Hausschweins bekannt waren, erschien die Wahl des Omeprazols als interessant. Lu
und Li (2001) konnten bislang nur die entsprechende Reaktion in Leberzellen des
Yucatan Minipigs nachweisen. Der Einsatz des Induktors Omeprazol fuhrte
aulBerdem dazu, dass somit Isoenzyme aus drei unterschiedlichen
CYP-Unterfamilien (1A, 2C, 3A) durch drei verschiedene Induktortypen untersucht

werden konnten.

6.2 Methoden

6.2.1 Herstellung der Induktions- und Inkubationsmedien

Zusatzlich zu dem im zweiten Kapitel (Tab. 2.1) dargestellten Kultivierungsmedium
(Williams’ E Medium + Zusatze), das zum Anwachsen der Zellen in den ersten 24 h
nach der Kultivierung eingesetzt wurde, sind fur Induktionsstudien ein serumfreies
induktorhaltiges Induktionsmedium und ein serum- und induktorfreies, aber
|l6sungsmittelhaltiges Kontrollmedium erforderlich (Lu und Li 2001).

Sowohl das Induktionsmedium als auch das Kontrollmedium bestanden aus einem
Grundmedium, dem Williams’ E Medium einschliellich der in Tabelle 6.2

aufgelisteten Zusatze.
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Tabelle 6.2 Zusammensetzung des Grundmediums (Williams’ E Medium zuziiglich
der aufgefiihrten Bestandteile)

Bestandteil Konzentration im Medium
Glucagon 0,014 pg/ml
Prednisolon 9,6 ug/ml
Insulin 0,16 U/ml
Glutamin 2mM
Penicillin 150 U/ml
Streptomycin 150 pg/ml

Zu Induktionszwecken wurde das Grundmedium mit taglich frisch in DMSO geldstem
Induktor versetzt, wahrend zur Herstellung des dazugehorigen Kontrollmediums nur
die entsprechende DMSO-Menge, die maximal 0,15% betrug, dem Grundmedium
hinzugefligt wurde. Die Konzentrationen der Induktoren flr die verschiedenen
Cytochrom P450-Enzyme, die in unterschiedlichen Studien untersucht wurden, sind
in der Tabelle 6.3 aufgefuhrt.

Tabelle 6.3 Eingesetzte Induktorkonzentrationen

Zu induzierendes porcines Induktor Induktorkonzentration
Cytochrom P450-Isoenzym im Medium (uM)
CYP1A2 Omeprazol 50

(Li et al. 1997, Lu und Li 2001)

CYP2C42 Phenobarbital 1500
(Monshouwer et al. 1998)

CYP3A29 Rifampicin 25
(Lu und Li 2001, Roymans et al. 2004)

Als Vorinkubationsmedium diente eine 3 mM Salicylamidldsung in Krebs-Henseleit-
Puffer (KHB-Puffer) pH 7,4 (Lu und Li 2001). Das Inkubationsmedium bestand aus
dem Vorinkubationsmedium, dem das Markersubstrat fur das jeweilig induzierte
P450-Isoenzym hinzugefugt wurde. Folgende Endkonzentrationen der Substrate
bzw. des Ldsungsmittels wurden eingesetzt: 2,5 uM 7-Ethoxyresorufin (CYP1A2),
50 uM Tolbutamid (CYP2C42), 175 pM Testosteron (CYP3A29) und 0,25% DMSO.
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6.2.2 Durchfuhrung der Induktion

Das Ausplattieren der Schweinehepatozyten, der erste Mediumswechsel und die
Kultivierung der Zellen erfolgten nach den in Kapitel 2 beschriebenen Methoden.

Die Induktionsstudien begannen 24 h nach dem Ausplattieren. Hierfir wurde
zunachst das alte serumhaltige Medium entfernt und durch frisch hergestelltes
Induktionsmedium ersetzt. Je Studienansatz wurde nur ein Cytochrom P450-
Isoenzym induziert. Parallel wurden auf die entsprechende Weise weitere
Zellkulturplatten mit Kontrollmedium behandelt. Als Leerwerte dienten hepatozyten-
freie Gewebekulturplatten mit Induktionsmedium. Im Brutschrank bei 37°C, 5% CO,
und 95% relativer Luftfeuchte erfolgte die Induktion Uber einen Zeitraum von
1-3 Tagen. Alle 24 h wurden die Hepatozyten von dem alten Medium befreit und mit

dem jeweilig neuen Uberschichtet (4 ml je Petrischalen).

6.2.3 Inkubation von Markersubstraten

Das Ausmald der Induktion wurde Uber die Umsetzung von Markersubstraten der
einzelnen CYP-Isoenzyme bestimmt. Hierflir wurden nach 24, 48 bzw. 72 h Induktion
jeweils drei bis neun Zellkulturschalen zur Untersuchung der Induktions-, Kontroll-
und Leerwerte herangezogen. Das Medium wurde von den Gewebekulturplatten
abgesaugt und die Hepatozyten zweimal mit 2 ml warmer 0,15 M NaCl-Lésung
gewaschen. Es folgte eine zehnminltige Vorinkubation mit 37°C warmem
Vorinkubationsmedium bei 37°C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte. Im
Anschluss wurden die zellbewachsenen Petrischalen mit der substrathaltigen
Inkubationslésung unter Standardbedingungen 60 min im Brutschrank inkubiert. Zum
Abstoppen der Reaktion wurde der Zelluberstand abgenommen. Die Proben zur
Bestimmung der CYP1A2-Induktion wurden direkt nach der unter 6.2.6
beschriebenen Methode vermessen. Die Ansatze, die zur spateren Analyse der
6B-Hydroxylierung von Testosteron bzw. der Methylhydroxylierung von Tolbutamid
per HPLC dienten, wurden bei -20°C eingefroren, gefriergetrocknet und bis zur
Vermessung bei -20°C gelagert. Mit den Kontroll- bzw. Leerwertansatzen wurde

entsprechend verfahren.
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6.2.4 HPLC-Analytik zur Bestimmung der 68-Hydroxylierung von Testosteron

Die Proben wurden in 150 pl FlieBmittel geldst, bei 10000 U/min zentrifugiert und der
klare Uberstand per HPLC analysiert. Die Quantifizierung des 68-Hydroxytestosteron

erfolgte nach der unter 3.2.2.3 beschriebenen Methode.

6.2.5 HPLC-Analytik zur Bestimmung der Methylhydroxylierung von Tolbutamid

Vor Vermessung wurden die gefriergetrockneten Proben in 150 ul Fliel3mittel geldst,
bei 10000 U/min zentrifugiert und ein Teil des Uberstands in die HPLC injiziert. Die

von Siebe (1998) entwickelten HPLC-analytischen Bedingungen wurden leicht

modifiziert.
HPLC-Pumpe Gradientenpumpe W510 mit Systemkontroller
(Waters, Milford, CT, USA)
Detektor W486 Tunable Absorbance Detector
(Waters, Milford, CT, USA)
Autosampler W710 WISP (Waters, Milford, CT, USA)
Integrator Maxima®-Software 820, Version 3.30

(Waters, Milford, CT, USA)
Stationare Phase LiChrospher® 100 RP-8, 125 x 4 mm, PartikelgrofRe 5 um, in
einer LiChroCART®-Kartusche mit Vorsiule RP Select-B,
4 x 4 mm, Partikelgrofle 5 ym (Merck, Darmstadt)
Saulentemperatur Raumtemperatur (20-25°C)
Mobile Phase FlieBmittel A: Aqua bidest./ Acetonitril 87:13 (V/V) pH 2,7,
eingestellt mit Phosphorsaure 85%
FlieRmittel B: Acetonitril

Gradientenprofil Laufzeit (min) A (%) B (%)
0-30 100 0
30-35 65 35
35-40 65 35
40 - 45 100

45 -55 100
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Flussrate 1,0 ml/min

Detektion UV, 220 nm

Injektionsvolumen 10 pl

Retentionszeiten Hydroxytolbutamid: 27,7 + 0,5 min

Tolbutamid: 41,6 + 0,2 min

Der verwendete Eluent wurde nach der Herstellung durch einen Sartorius-
Membranfilter (Porendurchmesser 0,45 ym) filtriert und im Ultraschallbad 15 min
entgast. Die Standardverbindungen und die Leerwerte wurden jeweils parallel zu den
Induktions- und Kontrollansatzen vermessen.

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine 7-Punkt-Kalibrierung. Hierzu
wurden Losungen mit den Konzentrationen von 5 bis 75 yM Hydroxytolbutamid im
FlieRmittel hergestellt und mittels HPLC vermessen. Zur Bestimmung der Wieder-
findungsrate wurden die oben angegebenen Konzentrationen des Metaboliten in
50 uM substrathaltigem Medium hergestellt, auf Zellkulturschalen ohne Hepatozyten

inkubiert und dann wie die Inkubationsansatze (s. 6.2.3) behandelt.

6.2.6 Fluorimetrische Bestimmung der Deethylierung von 7-Ethoxyresorufin

Die fluorimetrische Bestimmung von Resorufin wurde direkt im Anschluss an die
Inkubationen nach dem unter 3.2.2.2 beschriebenen Verfahren durchgefuhrt. Da das
in dem Inkubationsmedium enthaltende Salicylamid die Glucuronidierung und
Sulfatierung von Resorufin verhindert (Nakagawa und Tayama 2000), wurden die
Proben von den Angaben in 3.2.2.2 abweichend nicht durch Enzymzusatz

dekonjugiert.
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6.3 Ergebnisse
6.3.1 Induktion des porcinen CYP3A29-Isoenzyms

Die 6B8-Hydroxylierung des Testosterons stellt eine Markerreaktion fur das humane
Cytochrom P450 3A4-Isoenzym und aufgrund der groRen Ahnlichkeit in der
Primarstruktur auch fir das entsprechende porcine CYP3A29-Isoenzym dar (Olsen
et al. 1997, Rendic und Di Carlo 1997, Soucek et al. 2001). Das Ausmal® der
Induktion durch Rifampicin wurde folglich anhand dieser Markerreaktion bestimmt
(Skaanild und Friis 2000, Lu und Li 2001). HierfGr wurden zunachst Kalibrierungen
und Wiederfindungen durchgefuhrt, wobei die erhaltenen Signalflachen des

6B-Hydroxytestosterons zur Quantifizierung desselben dienten (vergl. 3.3.2.3).

I [nduktionswerte

1 Kontrollwerte *
225 4 %

200 -
175 -
150 %
125 -
100 - 1 I %
75

50 A

CYP3A29-Aktivitat (% der Kontrollwerte)

25 4

O T T T
1 2 3

Induktionsdauer in Tagen

Abbildung 6.3 Steigerung der durch CYP3A29 katalysierten 6B-Hydroxylierung
von Testosteron in mit Rifampicin behandelten Schweine-
hepatozytenkulturen gegeniiber den Kontrollansétzen
Aufgetragene Werte wurden auf den Kontrollwert (100%) bezogen und
reprasentieren Mittelwerte + SD aus mindestens drei separaten
Inkubationsansétzen. * Statistisch signifikanter Unterschied zu Kontroll-
ansétzen p<0,01 (Student’s t-Test)
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Die Abbildung 6.3 zeigt die prozentuale CYP3A29-Aktivitat in den mit Induktor
behandelten Schweinehepatozyten bezogen auf den Kontrollwert (100%) an drei
aufeinander folgenden Tagen. Zu allen Messzeitpunkten waren die Umsetzungsraten
in den induzierten Proben gegenuber den Kontrollansatzen signifikant erhoht.
Begonnen mit einem Induktionswert von 125% nach 24 Stunden stiegen die Werte

auf ca. 180% nach 48 bzw. 72 Stunden Induktionszeit an.

6.3.2 Induktion eines porcinen CYP2C-Isoenzyms

Die durch Phenobarbital hervorgerufene Induktion der porcinen CYP2C-Isoenzyme
(Monshouwer et al. 1998) wurde Uber die Methylhydroxylierung des Tolbutamids,
einer fur Mensch und Schwein typischen Reaktion der zur CYP2C-Familie
gehorenden Isoenzyme (Anzenbacher et al. 1998), bestimmt. Zur Quantifizierung
des Metaboliten wurden Kalibrierungen und Wiederfindungen mit der unter 6.2.5
beschriebenen Analytik durchgefihrt und so die Konzentrationen mit den
entsprechenden Peakflachen des Hydroxytolbutamids korreliert.

Die Kalibrierungen (r*>0,9978 und n =3, je zweimal vermessen) und Wieder-
findungen (r?>0,9921 und n =3, je zweimal vermessen) von Hydroxytolbutamid
verliefen Uber den gesamten Konzentrationsbereich linear (Abb. 6.4). Die daraus
abgeleiteten  Wiederfindungsraten  betrugen 83,3 £4,0%, wobei flr die
Abweichungen Adhasionseffekte des Metaboliten an die Zellkulturschale und

Verluste bei der Gefriertrocknung anzunehmen waren.
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Abbildung 6.4 Kalibrierung und Wiederfindung von Hydroxytolbutamid

Die Signalfldchen sind Mittelwerte + SD aus n = 3 Ansétzen, je zweimal
vermessen (Kalibrierung r? = 0,9978; Wiederfindung r? = 0,9921).

Tabelle 6.4 gibt einen Uberblick tber die Bildungsraten von Hydroxytolbutamid in mit

Phenobarbital behandelten und unbehandelten porcinen Hepatozytenkulturen.

Tabelle 6.4 Ubersicht der Umsetzungsraten von Tolbutamid zum hydroxylierten
Metaboliten durch CYP2C-Isoenzyme in Schweinehepatozytenkulturen

Aktivitit £ SD (pmol/(min x 3 x 10° Zellen))

Induktionsdauer (h) Induktion Kontrolle
24 451+ 14 149+14
48 101,4 + 13,7 23,0+2,8
72 182,1+12,3 49,6 +4,5
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In Abbildung 6.5 sind die prozentualen CYP2C-Aktivitaten bezogen auf die
Kontrollwerte ohne Phenobarbital-Behandlung (100%) bezlglich der Tolbutamid-
hydroxylierung in kultivierten Schweinehepatozyten Uber einen Induktionszeitraum
von drei Tagen dargestellt. Innerhalb der ersten zwei Tage waren steigende
prozentuale Aktivitaten des CYP2C-Isoenzyms von 300% am ersten Tag auf 440%
am zweiten Tag zu verzeichnen. Das Verhaltnis der Hydroxytolbutamid-Bildung in
induzierten Zellen zu dem in nicht induzierten Zellen verringerte sich nach
72 Stunden wieder auf 370%. Statistisch signifikante Unterschiede waren zwischen
den auf die Kontrollwerte bezogenen CYP2C-Aktivitaten der induzierten Ansatze und

den jeweiligen Kontrollen an allen drei Tagen zu verzeichnen.
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Abbildung 6.5 Steigerung der durch CYP2C katalysierten Methylhydroxylierung
von Tolbutamid in mit Phenobarbital behandelten Schweine-
hepatozytenkulturen gegeniiber den Kontrollansétzen
Aufgetragene Werte wurden auf den Kontrollwert (100%) bezogen und
reprasentieren Mittelwerte + SD aus mindestens drei separaten
Inkubationsansétzen. * Statistisch signifikanter Unterschied zu Kontroll-
ansétzen p<0,001 (Student’s t-Test)
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6.3.3 Induktion des porcinen CYP1A2

Um den Einfluss der induzierenden Wirkung des Omeprazols auf CYP1A2-
Isoenzyme bestimmen zu konnen, wurde in den Hepatozyten auf die Deethylierung
des 7-Ethoxyresorufins hin getestet (Lu und Li 2001). Die resultierenden
Fluoreszenzintensitaten der Kalibrierungen und Wiederfindungen (vergl. 3.2.2.2)
wurden fur die Auswertung des in den Inkubationsansatzen gebildeten Resorufins
herangezogen.

Nach 24, 48 und 72 Stunden resultierten jeweils signifikant hdéhere Enzym-
aktivitatswerte aus den induzierten Zellkulturen gegenuber denen der Kontrolle.
Verdoppelte bis 2,5fache Umsetzungsraten des CYP1A2s waren nach Induktion

durch Omeprazol innerhalb der drei Induktionstage zu verzeichnen (Abb. 6.6).
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Abbildung 6.6 Steigerung der durch CYP1A2 katalysierten Deethylierung von
Ethoxyresorufin in mit Omeprazol behandelten Schweine-
hepatozytenkulturen gegeniiber den Kontrollansétzen
Aufgetragene Werte wurden auf den Kontrollwert (100%) bezogen und
reprasentieren Mittelwerte + SD aus mindestens drei separaten
Inkubationsansétzen. * Statistisch signifikanter Unterschied zu Kontroll-
ansétzen p<0,001 (Student’s t-Test)
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Trotz leicht absinkender absoluter Umsetzungsraten in den Induktions- und
Kontrollansatzen wahrend der Kultivierungszeit (Tab. 6.5) konnten die induktiven
Eigenschaften des Omeprazols, das in Konzentrationen von 50 uM eingesetzt wurde,
bezuglich des CYP1A2-Isoenzyms des Deutschen Hausschweins eindeutig gezeigt
werden. Die nach 48 Stunden ermittelten Induktionswerte schwankten in

Abhangigkeit von den Schweinehepatozytenchargen zwischen 172% und 920%.

Tabelle 6.5 Ubersicht der Umsetzungsraten von 7-Ethoxyresorufin zum Resorufin
durch CYP1A2-Isoenzyme in mit Omeprazol behandelten Schweine-
hepatozytenkulturen und entsprechenden Kontrollansétzen

Aktivitat £ SD (pmol/(min x 3 x 10° Zellen))

Induktionsdauer (h) Induktion Kontrolle
24 27 +4 11+£2
48 18+4 9+2
72 18+ 3 7+3

6.4 Diskussion

Die in dieser Arbeit dargestellten Induktionsstudien wurden im Einklang mit allgemein
anerkannten Testbedingungen durchgefuhrt (Li et al. 1997, Coecke et al. 1999). Da
aber erst in den letzten Jahren verstarkt auf eine Standardisierung von
Kultivierungstechniken geachtet wird (Madan et al. 2003), ist ein Vergleich mit alteren
Studien nur eingeschrankt maoglich. Das Ausmald der Enzyminduktion wird durch
unterschiedliche Induktorkonzentrationen erheblich beeinflusst (Li et al. 1997, Lu und
Li 2001), so dass eine diesbezlgliche Uneinheitlichkeit der Studien die
Gegenuberstellung der jeweiligen Ergebnisse ebenso erschwert.

Zur Diskussion der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden deshalb nur
diejenigen Studien herangezogen, die nach gleicher oder sehr ahnlicher Methodik

durchgefuhrt wurden.
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Der in der vorliegenden Studie erzielte vierfache Anstieg der
Tolbutamidhydroxylierung nach 48 Stunden Phenobarbital-Behandlung (1,5 mM) ist
mit einer von Monshouwer et al. (1998) ebenfalls fir Schweinehepatozytenkulturen
beschriebenen Steigerung um 300% vergleichbar und zeigt somit eine
Reproduzierbarkeit der Literaturdaten durch das in dieser Arbeit angewandte
Verfahren. In ahnlich angelegten Studien mit menschlichen Zellen flihrten etwas
geringere Induktorkonzentrationen von 1 mM sogar zu einer sechsfachen Erhéhung
der mRNA des CYP2C9s und zu zehnfach erhéhten mRNA-Mengen des CYP2C19s
(Raucy et al. 2002). Demzufolge wurde festgestellt, dass die Phenobarbital-
vermittelte CYP2C-Induktion in Zellkulturen des Schweins trotz groéRerer

Induktorkonzentration etwas geringer ausfallt als in denen des Menschen.

Die Untersuchung der CYP3A29-Induktion durch Einsatz von Rifampicin (25 yM)
diente ebenfalls zur Etablierung der Methode im Arbeitskreis. Von mir gezeigte
Induktionswerte um 180% in Schweinehepatozytenkulturen entsprechen denen aus
mit Hepatozyten des Yucatan Minipigs unter denselben Bedingungen durchgefihrten
Studien (Lu und Li 2001). Dazu parallel analysierte Induktionsansatze mit humanen
Leberzellen ergaben eine vier- bis 30fache Steigerung der Testosteron-
6B-Hydroxylierung bei Rifampicin-Konzentrationen zwischen 30 und 100 uyM (Lu und
Li 2001, Roymans et al. 2004). Diese Ergebnisse demonstrieren zum einen die
Vergleichbarkeit der durch Rifampicin-vermittelten CYP3A29-Induktion in Zellen des
Yucatan Minipigs und des Deutschen Hausschweins, ferner zeigen sie aber auch,
dass die Induktion dieses Isoenzyms im Menschen in einem deutlich hdheren

Umfang ablauft.

Erstmals konnte in dieser Arbeit die Induzierbarkeit des porcinen CYP1A2 durch
Omeprazol (50 yM) in Hepatozyten des Deutschen Hausschweins gezeigt werden.
Nach 48 Stunden gemessene Werte, die das Ausmal} der Expressionsteigerung
angaben, lagen in verschiedenen Zellchargen zwischen 178% und 920%, wahrend
Lu und Li (2001) funf- bis siebenfache Erhohungen des CYP1A2 bei einer
Induktorkonzentration von 100 uM im Yucatan Minipig nachwiesen. Die dargestellten
grollen interindividuellen Schwankungen im  Ansprechverhalten auf die

induzierenden Substanzen stehen in Einklang mit friheren Studien und verdeutlichen
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die Notwendigkeit der Durchfuhrung der Versuche mit mehreren Leberzellchargen
(Silva et al. 1998, Lin und Lu 2001, Madan et al. 2003). Im Gegensatz zu der
Dexamethason-vermittelten CYP3A29-Induktion, die nur in der Kreuzung Great
Yorkshire x Dutch Landrace (Monshouwer et al. 1998), nicht aber in Yucatan
Minipigs (Lu und Li 2001) detektiert werden konnte, wurde die CYP1A2-Induktion
durch Omeprazol sowohl in Hepatozyten des Deutschen Hausschweins als auch in
denen des Yucatan Minipigs nachgewiesen, so dass diesbezuglich keine
Variabilitaten zwischen den Schweinerassen in Erscheinung traten. Roymans et al.
(2004) ermittelten nach 48stindiger Omeprazol-Behandlung (50 uM) eine Zunahme
der 7-Ethoxyresorufindeethylierung in Inkubationen mit menschlichen Zellen um
3800% gegenuber den Kontrollansatzen. Dieses Ergebnis spiegelt abermals das
bessere Ansprechen der humanen Zellen auf den Induktor im Vergleich zu den

porcinen Zellen wieder.

Eine qualitativ Ubereinstimmende Induktionsfahigkeit der drei untersuchten
CYP-lsoenzyme der Spezies Schwein und Mensch durch bestimmte Induktoren
konnte in dieser Arbeit mithilfe der eingesetzten Hepatozyten des Deutschen
Hausschweins und durch anschlieBenden Vergleich mit Literaturdaten aus Studien
mit humanen Zellen (Monshouwer et al. 1998, Lu und Li 2001, Roymans et al. 2004)
gezeigt werden. Obwohl das Ausmall der Phenobarbital-, Rifampicin- und
Omeprazol-vermittelten Enzyminduktionen in Schweinehepatozyten gegenlber
Ansatzen mit humanen Zellen (Lu und Li 2001, Roymans et al. 2004) jeweils
verringert war, besteht bezuglich der durch Omeprazol hervorgerufenen
CYP1A2-Induktion eine groRere quantitative Ubereinstimmung zwischen Mensch
und Schwein als zwischen Mensch und Ratte, in der dieser Induktor kaum Wirkung
zeigte (Shih et al. 1999). Diese Beobachtung unterstreicht Schlussfolgerungen
frGherer Studien, die auf eine Eignung porciner Hepatozytenkulturen fur den Einsatz

in qualitativ ausgelegten Screening-Untersuchungen hinwiesen (vgl. Tab. 6.1).

Da samtliche aus in vivo-Studien am Menschen bekannte CYP-Induktoren auch
in vitro in Zellkultursystemen ihre Wirkung offenbaren (Li et al. 1997), ist somit eine
qualitative Ubertragbarkeit der in vitro-Daten moglich (Silva et al. 1998). Die
Ubertragung von in vitro beschriebenen Konzentrationsabhangigkeiten auf die
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Situation in lebenden Organismen gestaltet sich schwierig. Hingegen ist die
Einordnung der getesteten Substanzen nach ihrem Induktionspotenzial in eine
Rangliste anhand des Vergleichs der induktiven Eigenschaften neuer Verbindungen
zu denen eines bekannten Standards (Positivkontrolle) eine haufig praktizierte
Methode (LeCluyse 2001). Es ist allerdings bekannt, dass der Protonenpumpen-
inhibitor Omeprazol invivo selten in ausreichender Konzentration vorliegt, um
signifikante, klinisch relevante Arzneimittel-Interaktionen hervorzurufen (Daujat et al.
1992, Dilger et al. 1999, LeCluyse et al. 2000).

6.5 Zusammenfassung und Ausblick

Mit dem hier gezeigten Verfahren lassen sich die untersuchten porcinen
CYP-lsoenzyme 1A2, 2C42 und 3A29 durch flir den Menschen bekannte Induktoren,
denen drei unterschiedliche Induktionsmechanismen zugrunde gelegt werden
(s. 1.1.6), in ihrer Expression statistisch signifikant steigern. Mittels der erfolgreich
verlaufenden Reproduktion der Phenobarbital- bzw. Rifampicin-vermittelten Induktion
des CYP2C42s und des CYP3A29s konnte die unter 6.2 beschriebene Methode im
Arbeitskreis etabliert werden. Aul’erdem konnte erstmals eine signifikante Erhdhung
des porcinen Cytochrom P450-Isoenzyms 1A2 durch 24- bis 72stiindige Omeprazol-
Einwirkung auf Hepatozytenkulturen des Deutschen Hausschweins gegenuber den
Basalwerten gezeigt werden. Diese Beobachtung stimmt mit der entsprechenden
Induktion in menschlichen Zellen und denen des Minipigs Uberein (Lu und Li 2001),
so dass im Gegensatz zur Ratte, in der Omeprazol nur eine sehr schwach
induzierende Wirkung aufweist (Lu und Li 2001), eine gréRere Ahnlichkeit der zwei
Schweinerassen mit dem Menschen bezuglich der CYP-Induzierbarkeit festzustellen

ist.

Nach dem heutigen Forschungsstand werden zurzeit jedoch die humanen
Hepatozytenkulturen als Goldstandard fur den Einsatz in Induktionsstudien
angesehen (LeCluyse 2001). Als Alternative zu dem limitierten Humanzellangebot
bieten sich Praparationen aus Schweineleber an, die in einer grollen Menge von
Schlachttieren verfligbar sind. Sowohl ethische Grinde als auch glnstige

Anschaffungspreise sprechen fur den Einsatz von porcinen Hepatozytenkulturen als
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in vitro-Modell fur Induktionsstudien. Um eine weit verbreitete Testung zu
ermdglichen, sollten in Zukunft noch mehr Daten zur Induktion in porcinen
Leberzellen, insbesondere der selten untersuchten CYP2A-, 2B-, 2C-, 2E- und
4A-lsoenzyme, aber auch der Phase lI-Enzyme gesammelt werden, um offene
Fragen bezuglich der Korrelation des Metabolismus der Spezies Schwein und
Mensch beantworten zu kénnen (Li et al. 1997).

Validierte Verfahren (Coecke et al. 1999) waren ebenso wie der Einsatz einer
einheitlichen Schweinerasse fur die Zukunft winschenswert, um die einzelnen
Studien besser miteinander vergleichen zu kénnen.

Das Induktionspotenzial von Wirksubstanzen kann jedoch weder durch in vitro- oder
in vivo-Studien noch in silico mittels Computerprogrammen ganz korrekt vorher-
gesagt werden, so dass erst die kombinierte Auswertung von experimentellen und
virtuellen Daten zu einer Verbesserung der Erfolgsrate fuhren wird (Mankowski und
Ekins 2003). Die langfristig angestrebte quantitative Extrapolation der in vitro-Daten
auf die in vivo-Situation bleibt flir die pharmazeutische Wissenschaft eine der

grofliten Herausforderungen der nachsten Jahre (LeCluyse 2001, Lin und Lu 2001).
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit dem Einsatz von Hepatozytenkulturen, die in
einem groRen Umfang die in vivo-Situation nachahmen, sowohl fur Untersuchungen
induktiver Eigenschaften von Xenobiotika als auch fur Biotransformationsstudien
stickstoffhaltiger Modellsubstanzen. Das Auffinden von Phase II-Metaboliten sowie
die Aufklarung der an diesen Konjugationen beteiligten UDP-Glucuronyltransferase-

Isoenzyme nahmen hierbei eine zentrale Rolle ein.

Vorangegangene Studien zeigten bereits die Eignung von porcinen
Hepatozytenkulturen fur Metabolismusstudien (Clement et al. 2001, Zuber et al.
2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurden nach literaturbekannter Vorschrift
(Christiansen  2000) zunachst porcine Hepatozyten aus schlachtfrischem
Lebergewebe isoliert und erfolgreich kultiviert. Durch Optimierung einiger Parameter
wahrend der Gewinnung konnten Ausbeute und Vitalitat der Zellen leicht gesteigert
werden. Umfassende Charakterisierungen der Hepatozyten mittels verschiedener
Markersubstrate fur Phase |- und Phase II-Reaktionen wiesen auf eine ebenfalls gute
metabolische Qualitat hin. Der Erhalt der Enzymaktivitaten Gber einen Zeitraum von
mehreren Tagen ermdglichte — im Einklang mit friheren Studien (Zurlo und Arterburn
1996, LeCluyse 2001) — den Einsatz der Leberzellkulturen als in vitro-Modell far
weiterfihrende Metabolismus- und Induktionsstudien. Um mdgliche Korrelationen
zwischen dem porcinen und humanen Metabolismus aufdecken zu kénnen, wurden
zusatzlich kommerziell erworbene, kryokonservierte humane Hepatozyten in Kultur

gehalten.

Fir die Untersuchung der Biotransformation verschiedener stickstoffhaltiger
funktioneller Gruppen, die Amidin-, Guanidin- und Amidinohydrazonstrukturen
enthielten, wurden die Modellsubstanzen Benzamidin, Debrisoquin und Guanabenz
sowie deren N-hydroxylierten Derivate (Benzamidoxim, N-Hydroxydebrisoquin,
Guanoxabenz) ausgewahlt und entsprechende LC/MS-analytische Methoden

entwickelt.
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Abbildung 7.1 Nachgewiesene  Biotransformationsreaktionen des Benz-
amidoxims in humanen Hepatozytenkulturen, n.d. nicht detektierbar

In Analogie zu friheren Studien mit mikrosomalen Praparationen (Clement et al.
1993c, Clement et al. 1996, Clement 2002) konnte nun erstmals in porcinen und
humanen Hepatozytenkulturen die Dominanz der N-Reduktion der N-hydroxylierten
Derivate gezeigt werden (Abb. 7.1, 7.2, 7.3). Die N-Oxygenierung konnte weder flr
die Amidin- und Guanidin- noch fur die Amidinohydrazonstrukturen detektiert werden.
Diese Beobachtung bestatigt zum einen das Prinzip des Einsatzes von Amidoximen
als Prodrug von Amidinen auch in einer zellularen Umgebung (Abb. 7.1). Zum
anderen kann die rasche Umwandlung des Guanoxabenz (Abb. 7.2), das im
Gegensatz zum N-reduzierten Guanabenz mutagene Eigenschaften im Ames-Test
aufweist (Clement et al. 1996), in Hinblick auf die Detoxifizierung als bedeutender

Prozess angesehen werden.
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Guanabenz-N-Glucuronid
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Cl H Cl H
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Cl N-Hydroxylierung n.d. Cl
Guanoxabenz Guanabenz
Glucuronidierung l Hydroxylierung
funf Glucuronide drei C-hydroxylierte Guanabenzderivate

l Glucuronidierung

Glucuronid eines C-hydroxylierten

Guanabenzderivates
Abbildung 7.2 Nachgewiesene Biotransformationsreaktionen von Guanoxabenz
und Guanabenz in Schweinehepatozytenkulturen, n.d. nicht

detektierbar

Anhand von Massenspektren bzw. der erfolgreich synthetisierten Referenzsubstanz
N-Hydroxydebrisoquin-O-glucuronid (Abb. 7.3) gelang erstmals der Nachweis von
O- bzw. N-Glucuronidierungen der Substrate N-Hydroxydebrisoquin und
Guanoxabenz. Hingegen waren die Hepatozyten nur in der Lage O-, nicht aber
N-Glucuronide des Benzamidoxims zu bilden. Dieser Unterschied scheint strukturell
bedingt und nicht von der Enzymaktivitat abhangig zu sein, da samtliche in
Hepatozyten gebildete Glucuronide auch mittels UDP-Glucuronyltransferasen
enzymatisch gewonnen werden konnten. Weitere Phase [I-Reaktionen wie
Sulfatierungen und Acetylierungen der sechs stickstoffhaltigen Substrate wurden im

Rahmen dieser Arbeit nicht in Hepatozytenkulturen nachgewiesen.
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Zweifach hydroxyliertes Debrisoquin Phase lI-Metaboliten
Hydroxylierung Konjugation n.d.
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N-Hydroxydebrisoquin Debrisoquin
l Glucuronidierung J Hydroxylierung
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J Glucuronidierung

drei Glucuronide des einfach
hydroxylierten Debrisoquins

Abbildung 7.3 Nachgewiesene Biotransformationsreaktionen von N-Hydroxy-
debrisoquin und Debrisoquin in porcinen und humanen
Hepatozytenkulturen, n.d. nicht detektierbar

Die dargestellten groRen Ubereinstimmungen des Metabolismus der untersuchten
Verbindungen in porcinen und humanen Leberparenchymzellen (s. Kapitel 4)
verdeutlichen abermals die diesbezligliche Ahnlichkeit der Spezies Schwein und
Mensch und unterstreichen somit die Eignung der porcinen Hepatozytenkulturen als
alternatives in vitro-Modell fur Biotransformationsstudien anstelle der schlecht
verfugbaren humanen Hepatozyten. Zudem demonstriert der Vergleich der Resultate
mit alteren Studien, der groBtenteils gute in vitro-in vivo-Korrelationen erbrachte,
erneut die Moglichkeit des Ersatzes von Untersuchungen an lebenden

Gesamtorganismen durch diese Zellkulturen.
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Aufbauend auf die ldentifizierung der Glucuronide der Modellsubstanzen wurde
untersucht, welche humanen UGT-Isoenzyme an diesen Reaktionen beteiligt sind.
Anhand der N-hydroxylierten Testverbindungen wurde so erstmals festgestellt, dass
die UGTs 1A9 und 1A3 bevorzugt die Konjugationen von N-hydroxylierten Amidinen,
Guanidinen, Amidinohydrazonen mit aktivierter Glucuronsaure katalysieren. Obwohl
fur beide UGT-Isoenzyme genetische Polymorphismen bekannt sind (Miners et al.
2002, Girard et al. 2004), relativiert sich allerdings im diesem Fall der Einfluss der
interindividuellen genetischen Unterschiede, da die N-Reduktion und nicht die
Glucuronidierung die stark vorherrschende Reaktion dieser Substrate in
Hepatozytenkulturen darstellt. In der Arzneistoffentwicklung sollte jedoch der Einfluss
der Glucuronidierung verstarkt beachtet sowie die Aufklarung von involvierten
Isoenzymen intensiviert werden, da die UGTs im Allgemeinen einen entscheidenden
Beitrag zur Detoxifizierung und Eliminierung von Substanzen leisten (Wells et al.
2004).

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung der Einflisse von
literaturbekannten Induktoren des Menschen auf porcine Cytochrom P450-Enzyme
anhand von Schweinehepatozytenkulturen. Durch die Bestimmung charak-
teristischer, durch Rifampicin bzw. Phenobarbital hervorgerufener, induzierender
Effekte auf das CYP3A29 bzw. auf CYP2C-Enzyme wurde zunachst die Eignung des
Einsatzes dieser porcinen Zellkulturen Uberprift. Im Weiteren bewirkte Omeprazol —
entsprechend in vitro-Studien mit humanen Leberparenchymzellen — eine signifikante
Aktivitatssteigerung des Cytochrom P450-Isoenzyms 1A2. Diese Beobachtung, die
erstmals in Zellen des Deutschen Hausschweins gemacht wurde, bestatigt in Bezug
auf die Induzierfahigkeit von CYP-Isoenzymen abermals eine groRere Ahnlichkeit
des Menschen zum Schwein als zur Spezies Ratte, in der Omeprazol nur sehr
schwache Induktionseigenschaften aufwies (Lu und Li 2001). Obwohl noch weitere
grundlegende Studien zur Induktion selten untersuchter CYP-Isoenzyme folgen
sollten und die quantitative Extrapolation der in vitro-Daten eine grofRe
Herausforderung fur die nachsten Jahre bleibt, weist das gezeigte Ergebnis auf die
zukinftige Madglichkeit eines verstarkten Einsatzes von Schweinehepatozyten-
kulturen fir qualitativ ausgelegte Induktionsstudien hin. Neben der neuen Methodik

der Kryokonservierung von Zellen konnte der Einsatz von porcinen Hepatozyten die
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Problematik der limitierten Verfugbarkeit von humanem Lebergewebe fur diesen
Bereich verringern. AuRerdem koénnte im Sinne von Russell und Burch (1959) nicht
nur durch Einschrankung der Anzahl der Tierversuche in wissenschaftlichen
Experimenten ein Beitrag zum Tierschutz geleistet werden, sondern auch durch die
Verwendung von Uberschissigem Lebergewebe von Schlachttieren anstelle von

extra fur Forschungszwecke angezlchteten Labortieren.
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8 Materialien und Gerate

8.1 Materialien

Alle verwendeten Chemikalien wurden in hochster verfigbarer Reinheit von

folgenden Firmen bezogen:

Substanz Firma
17B-Estradiol Sigma
17p-Estradiol-3-glucuronid Sigma
4-Hydroxytolbutamid Sigma
4-Nitrophenol Merck
4-Nitrophenylglucuronid Merck
4-Nitrophenylsulfat Merck
4-Trifluormethyl-7-hydroxycumarin Sigma
4-Trifluormethyl-7-hydroxycumaringlucuronid Sigma
6B-Hydroxytestosteron Sigma
7-Ethoxycumarin Sigma
7-Ethoxyresorufin Sigma
7-Hydroxycumarin Aldrich
Acetatpuffer pH 4,5 Sigma
Acetonitril Baker
Albumin (Schwein) Sigma
Ameisensaure Merck
Ammoniumacetat Fractopur Merck
Ammoniumformiat puriss. p.a. Fluka
Antikdrper gegen Schweinealbumin Universal Biologicals Ltd., England
Arylsulfatase Boehringer Mannheim

Benzamidinhydrochlorid Sigma
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Benzamidin-N-acetat
Benzamidin-N-sulfat
Benzamidoxim
Benzamidoxim-O-acetat
Benzamidoxim-O-glucuronid
Benzamidoxim-O-sulfat
Cadmiumcarbonat
Calciumchlorid-Dihydrat
Citronensaure-Monohydrat
Cytotoxicity Testkit LDH
Debrisoquinsulfat
Dimethylsulfoxid
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
DMEM (10x)

EDTA

Eisessig

Ethanol

Fotales Kalberserum
Glucagon
Glucose-wasserfrei
Guanabenzacetat
Guanoxabenztosylat
Hepatocyte Incubation Medium
Hepatocyte Plating Medium
Hepatocyte Thawing Medium
Hydroxylaminhydrochlorid
HEPES

Insulin

Eigenherstellung
Eigenherstellung
Eigenherstellung
Eigenherstellung
Eigenherstellung
Eigenherstellung

Fluka

Merck

Merck

Roche Diagnostics GmbH
Sigma

Merck

Merck

Biochrom

Merck

Merck

Merck

Biochrom

Sigma

Merck

Herstellung im Arbeitskreis
Herstellung im Arbeitskreis
In Vitro Technologies, USA
In Vitro Technologies, USA
In Vitro Technologies, USA
Merck

Biochrom

Sigma
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Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumphosphat

KHB-Puffer modifiziert
Kollagen R-Lésung
Kollagenase Typ CLS I
L-Glutamin

Methanol
Natriumcarbonat-wasserfrei
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
N-Hydroxydebrisoquin
N-Hydroxydebrisoquin-O-glucuronid
N-Phenylharnstoff
Omeprazol
ortho-Phenylendiamin (OPD)
PBS-Dulbecco
Penicillin/Streptomycin
Phenobarbital
Phosphorsaure 85%
Plattierbare kryokonservierte Hepatozyten
Prednisolon

Resorufin

Rifampicin

Salicylamid

Salzsaure

Fluka

Merck

Fluka

Sigma

SERVA
Biochrom
Biochrom
Baker

Merck

Merck

Merck

Merck

Fluka
Eigensynthese
Eigensynthese
Aldrich

Sigma

Sigma
Biochrom
Biochrom
Sigma

Fluka

In Vitro Technologies, USA
Sigma

Sigma

Sigma

Fluka

Merck
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Schwefelsaure
B-Glucuronidase
B-Glucuronidase/Sulfatase
Testosteron

Tolbutamid
Trichloressigsaure
Triethylamin
Trifluoperazindihydrochlorid

Trispuffer mit Alamethicin und MgCl,
(,UGT Reaction mix“ Lésung B)

Trypanblau

Tween 20

UDPGA-L6sung (,UGT Reaction mix“ Lésung A)

UGT-Isoenzyme (UGT Supersomes™)

Williams’ E Medium

Merck

Roche Diagnostics GmbH
Sigma

Sigma

ICN Biomedicals Inc., USA
Fluka

Fluka

Fluka

BD Gentest, USA

Sigma
Sigma
BD Gentest, USA
BD Gentest, USA

Biochrom
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8.2 Gerate

Wasserbad mit Temperaturregler (Lauda Thermostat, Lauda-Kdnigshofen)
Schlauchpumpe IPS (Ismatec, Zirich, Schweiz)

Kihlzentrifuge Megafuge 1.0R Rotor 3360 (Heraeus, Osterode am Harz)
Pipettierhilfe accujet (Brand, Wertheim)

Begasungsbrutschrank B 5060 EK/CO, (Heraeus, Osterode am Harz)
Sterile Werkbank LaminAir HB 2448 (Heraeus, Osterode am Harz)
Mikroskop CK 2 (Olympus, Hamburg)

Schuttelwasserbad GFL 1083 (Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel)
Gefriertrocknung, alpha 2-4 (Christ, Osterrode am Harz)
Mikroliterzentrifuge EBA 12 (Hettich, Tuttlingen)

Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 H (Bandelin, Berlin)

Autoklav Sanoklav La-MCA-203 (Wolf, Geislingen)

Feinwaage MC 1 (Sartorius, Géttingen)

Microplatten-Reader Titertek Plus MK Il Malvern Instruments (Titertek,
Huntsville/USA)

Fluorimeter LS-5B mit Drucker GP-100 (Perkin Elmer, Uberlingen)
Vibrationsmischer IKA Vibrax VF2 (Janke & Kunkel, Staufen)

Glasgerate zur Perfusion der Leber (Herstellung durch Eydam, Kiel)

Kernresonanzspektrometer ARX 300 (Bruker, Bremen)

Diverse Pipetten, Reaktionsgefafe (1,5 und 2,0 ml), Cell" Gewebekulturschalen
(Durchmesser 60 mm), 96well-Mikrotiterplatten, Plastikschraubgefale (15 ml und

50 ml), Acrylkivetten fur Fluoreszenzmessungen (Sarstedt, Nimbrecht)

Genaue Beschreibungen der HPLC-Anlagen, des Saulenmaterials und des

Massenspektrometers befinden sich in den jeweiligen Kapiteln.
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Kurzfassung

Primare Hepatozytenkulturen stellen ein geeignetes in vitro-Modell  fur
Biotransformationsstudien und zur Aufklarung potenzieller Interaktionen von
Xenobiotika dar. Im Gegensatz zu den haufig eingesetzten Leberparenchymzellen
der Ratte, die jedoch grol’e Speziesunterschiede zum Metabolismus des Menschen
aufweist, gelten Hepatozyten porcinen Ursprungs als mogliche Alternative fur das
begrenzt verfugbare humane Lebermaterial. In dieser Arbeit wurden deshalb
vergleichende Phase |- und Phase |I-Studien anhand bestimmter stickstoffhaltiger
Modellverbindungen in porcinen und humanen Hepatozytenkulturen sowie Studien
zur Cytochrom P450-Induktion mit Schweinehepatozyten durchgefuhrt. Beide
Spezies wiesen beziiglich der untersuchten Reaktionen groRe Ubereinstimmungen
auf. Aufgrund des Einsatzes zahlreicher N-hydroxylierter Verbindungen als Prodrugs
war neben der N-reduktiven Aktivierung insbesondere die Untersuchung von
Phase IlI-Metaboliten der Modellsubstrate Benzamidoxim (Amidoxim), N-Hydroxy-
debrisoquin (N-Hydroxyguanidin) und Guanoxabenz (N-Hydroxyamidinohydrazon)
von groler Bedeutung. LC/MS-Studien lieferten Hinweise auf die Bildung mehrerer
Konjugate sowohl in Hepatozytenkulturen als auch mit UDP-Glucuronyltransferasen.
Hierbei ermdglichten synthetische Referenzsubstanzen die eindeutige Identifizierung

der O-Glucuronide von N-Hydroxydebrisoquin und Benzamidoxim.






Abstract

Primary hepatocyte cultures have become an appropriate tool for testing the
metabolism and interaction potential of xenobiotica in vitro. Rats show a great
difference in metabolism compared to humans and were formerly used for these
kinds of experiments. Porcine hepatocytes might be considered as an alternative to
human liver tissue specimens whose availability is restricted. Thus, human and
porcine hepatocytes were incubated with nitrogenous model compounds and
inducers of cytochrome P450, respectively. The metabolism and the induction ability
were compared with those of both species and literature data. Regarding the studied
reactions the results obtained which both species showed great similarity. Several
N-hydroxylated compounds act as prodrugs of their N-reduced pharmacologically
active derivates. Therefore, the objective of the present work was to investigate the
phase Il metabolism of the model substrates benzamidoxime (amidoxime),
N-hydroxydebrisoquine (N-hydroxyguanidine) and guanoxabenz (N-hydroxyamidino-
hydrazone). Metabolites formed by hepatocytes and UDP-glucuronosyltransferases
were analysed by liquid chromatography/mass spectrometry. O-Glucuronides of
N-hydroxydebrisoquine and benzamidoxime were identified by comparing with

authentic synthetic compounds.
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