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Er dachte einige Zeit nach. Dann sprach er weiter: "Man darf nie an die ganze
Stralle auf einmal denken, verstehst du? Man muf} nur an den nachsten Schritt
denken, an den nachsten Atemzug, an den nachsten Besenstrich. Und immer
wieder nur an den nachsten." Wieder hielt er inne und Uberlegte, ehe er
hinzufigte: "Dann macht es Freude; das ist wichtig, dann macht man seine

Sache gut. Und so soll es sein."

Und abermals nach einer langen Pause fuhr er fort: "Auf einmal merkt man, daf}
man Schritt fir Schritt die ganze Stralle gemacht hat. Man hat gar nicht
gemerkt wie, und man ist nicht au3er Puste." Er nickte vor sich hin und sagte

abschlie3end: "Das ist wichtig."

Michael Ende
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1. Einleitung

1.1 Propofol

Propofol  (2,6-Diisopropylphenol) (siehe  Abbildung 1) findet seinen
Hauptanwendungsbereich in der Einleitung und Aufrechterhaltung von
Anasthesien bei Operationen und Endoskopien sowie bei langerfristiger
Sedierung auf der Intensivstation. Der rasche Wirkungseintritt, die geringe
Kumulation des intravends applizierten Medikamentes und die relativ seltenen
Nebenwirkungen haben es zu einem der am haufigsten eingesetzten Narkotika
weltweit gemacht. So wurde Propofol 2016 in die Liste der unentbehrlichen
Arzneimittel der WHO aufgenommen.' Vorrangig wirkt das Medikament
hypnotisch und zeigt dosisabhangig sedative, anxiolytische und amnestische
Effekte bereits in subhypnotischer Anwendung.? Aufgrund der fehlenden
analgetischen Wirkung wird Propofol in der Regel zusammen mit einem
kurzwirksamen Analgetikum wie Remifentanil im Rahmen einer total
intravenosen Anasthesie (TIVA) appliziert.® Chemisch betrachtet gehort das
Narkotikum zu der Gruppe der Alkylphenole.* Aufgrund seiner lipophilien
Eigenschaften wird das unter dem Handelsnamen Disoprivan® gefiihrte
Medikament in einer einprozentigen oder zweiprozentigen Emulsionsform aus
Sojadl und Ei-Lecithin vermarktet.® Eine Beschreibung der Wirkweise setzt eine

genaue Kenntnis der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik voraus.

CH; OH CHjs

H3C CHs

Abb. 1: Strukturformel von Propofol mit der Summenformel®: Ci,H:1sO (Die Erlaubnis des

Verlags zur Nutzung der Abbildung liegt vor)



1.1.1 Pharmakodynamik

Die hypnotische Wirkung der Narkotika wird abhangig von der Dosierung und
der Interaktion mit Rezeptoren entfaltet. Dem Wirkmechanismus von Propofol
liegt die Verstarkung des inhibitorischen Effektes des Neurotransmitters
Gamma-Aminobuttersdure (GABA) durch die GABA-Rezeptoren zugrunde.’
Die GABAa-Rezeptoren greifen durch ihr breites Vorkommen im zentralem
Nervensystem (ZNS) als ligandengesteuerte Chloridionenkanale unter anderem
in die Steuerung von Vigilanz, motorischer Kontrolle und Angst ein.® Die
hypnotische Wirkung des Propofols vollzieht sich bei intravendser
therapeutischer Dosis in der Regel innerhalb von 40 Sekunden aufgrund der
raschen Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) und halt fir eine
Wirkdauer von etwa 5-8 Minuten an.° Der in der Literatur ausflhrlich
beschriebene amnestische Effekt scheint vornehmlich das explizite Gedachtnis
zu betreffen und sich in dosisabhangiger Wirkung zu entfalten.’®'" In
subhypnotischer Dosierung sind zudem anxiolytische und analgetische Effekte
beschrieben worden.'" Fir die anxiolytische Wirkung scheint die Inhibition der
5-HT-Rezeptoren im Hippocampus eine Rolle zu spielen, allerdings ist der
komplette Wirkmechanismus nicht vollstandig bekannt.' Der analgetischen
Wirkung in subhypnotischer Dosierung scheint eine Modulation der GABAa-
Rezeptoren auf spinaler Ebene zugrunde zu liegen.' Einen weiteren Vorteil des
Propofols stellt der antiemetische Effekt des Narkotikums dar.®

Fir die Verwendung von Propofol ist die klinische Wirkung und die
Uberwachung von gewilinschten und nichtgewiinschten Effekten entscheidend.
Die folgenden Anwendungsdosierungen kénnen nur als Empfehlungen
betrachtet werden und sind in Tabelle 1 dargestellt. Die standardmalige
Dosierung entspricht einer Initialgabe von 2,5 mg/kg des Koérpergewichtes bei
Erwachsenen, die bei geriatrischen Patienten auf 1,5 mg/kg des
Korpergewichtes reduziert werden sollte.”” Die Anwendung kann in Bolusgaben
von 40 mg in 10 Sekundenabstanden erfolgen. Im Rahmen einer TIVA wird

eine fortlaufende Propofolinfusion von 6-8 mg/h/kg des Korpergewichtes zur



Aufrechterhaltung der Narkose verwendet.” Fir Kinder liegen die
Standarddosierungen bei einer initialen Bolusgabe von 3- 6 mg/kg, und die

Empfehlung zur intraoperativen Infusion betragt bei Kindern 4- 8 mg/h/kg.®

Tab. 1: Ubersicht iiber die Standarddosierungen fiir Propofol bei unterschiedlichen
Patientengruppen fiir Initialgaben und zur Aufrechterhaltung der Narkose''

Standarddosierung Erwachsene Kinder Geriatrische Patienten
Initialdosierung 2,5 mg/kg 3-6 mg/kg 1,5 mg/kg
Aufrechterhaltungs- 6-8 mg/h/kg 4-8 mg/h/kg *

dosierung

*Aufgrund interindividueller Varianz ist bei geriatrischen Patienten keine Standarddosierung
angegeben'®

1.1.2 Pharmakokinetik

Aufgrund der niedrigen oralen Bioverfugbarkeit bei einem hohen First-Pass-
Effekt (>90%) eignet sich fiir Propofol aktuell nur die intravenése Anwendung.?
Bei der intravendsen Applikation kdnnen die Prozesse der Distributions-,
Metabolisierungs- und Exkretionsprozesse gezielt betrachtet werden.?’ Die
Distribution erfolgt mit einer vorrangigen Bindung an Erythrozyten und
Plasmaproteine. Bei einem Hamatokritwert von 0,45 % und einer
Propofolkonzentration von 1 ug/ml liegt das Narkotikum zu 51 % gebunden an
Erythrozyten, zu 48 % an Plasmaprotein und zu 1,4 % ungebunden vor.??

Die Distribution kann anhand des Verteilungsvolumens rechnerisch bestimmt
werden (Formel 1). Das Verteilungsvolumen V steht mit der molaren Masse M

und der Konzentration des Pharmakons C im folgenden Verhaltnis:*?

Formel 1:

v=M/C

Fur viele Medikamente genugt die Orientierung an dem Verteilungsvolumen

und der Clearance in einem Ein-Kompartiment-Modell. Fur Narkotika ist das



nicht ausreichend, so dass verschiedene Modelle flir Propofol beschrieben
wurden.®* Anhand des géangigen Drei-Kompartiment-Modells von Cockshott
kann die pharmakokinetische Wirkung von Propofol illustriert werden.® Dieses
Modell basiert auf drei unterschiedlichen Verteilungsmustern des Medikaments.
Nach der Verteilung im Plasma als dem zentralen Kompartiment erfolgt die
Diffusion in die peripheren Kompartimente. Diese werden entsprechend der
Perfusion in ein gut durchblutetes (Herz, Gehirn und Leber) und ein mafig
durchblutetes Kompartiment (Fettgewebe und Skelettmuskulatur) unterteilt.?®
Da die Ruickdiffusion in das zentrale Kompartiment rasch erfolgt, entsteht eine
schnelle An- und Abflutungszeit des Narkotikums. Die gute ZNS-Gangigkeit
wird entscheidend durch die hohe Lipophilie des Propofols bedingt.
Vorwiegend erfolgt die Metabolisierung des Propofols hepatisch (60 %). Hierbei
erfolgen ca. 70 % des Abbaues durch die Reaktion von Propofol zu
Glucuroniden Uber die UDP-Glucuronosyltransferase.?* Die entstehenden
Metabolite entfalten keine eigene anasthetische Wirkung.?” Von der nicht-
hepatischen Metabolisierung erfolgt der Grofteil renal mit einem Anteil von ca.
30 % an der gesamten Metabolisierung des Propofols.?®

Die durchschnittliche Clearance des Propofols betragt 2.2 I/min und die
Exkretion erfolgt zu 88 % in den 5 Tagen nach der Applikation Uber die renale

Ausscheidung.?



1.1.3 Nebenwirkungen

Aus den pharmkodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften lasst
sich bereits die vielfaltige Verwendung des Narkotikums erklaren. Unter dem in
Deutschland 1989 erstmalig zugelassenen Medikament treten bei korrekter
klinischer Anwendung verhaltnismalig wenige Nebenwirkungen auf. Das initial
héhere Risiko fir eine anaphylaktische Reaktion konnte durch den Austausch
von dem zuvor verwendeten Kolliphor EL durch Sojabohnendl reduziert werden,
besteht aber weiterhin.?® Trotz dieser Anderung der Emulsion verbleibt weiterhin
der Injektionsschmerz als haufige Nebenwirkung und variiert in der Haufigkeit
des Auftretens je nach Studie zwischen 28 % und 90 %.* AuRerdem kdnnen
sowohl Blutdruckabfall®', Bradykardie®* und Hyperlipidamie®® auftreten. Zudem
konnte fiir Lipidemulsionen ein vermehrtes Wachstum von Bakterien®* und an
Patienten ein erhohtes Risiko fiir postoperative Sepsis nachgewiesen werden.*
Als zwar seltene, aber besonders schwerwiegende Nebenwirkung ist das
Propofol-Infusionssyndrom (PRIS) beschrieben worden. Das PRIS ist definiert
als ein Symptomkomplex nach einer Propofolinfusion, der sich unter anderem
aus einer Herzkreislaufstorung (Bradykardie bis hin zur Asytolie), einer
metabolischen Azidose, einer Rhabdomyolyse und einer Lipamie
zusammensetzt.*® Obwohl eine Assoziation mit der Dosierung angenommen
wird, wird das PRIS auch bei einer Propofolapplikation unter 4 mg/h/kg des
Korpergewichtes beschrieben.* Zudem kann das PRIS auch ohne die
typischen Anzeichen einer Azidose, einer Rhabdomyolyse, einer Hyperkaliamie
oder einem Nierenversagen auftreten, was eine frihzeitige Diagnostik
erschwert.’” Eine weitere Herausforderung bei der Propofol-Anwendung tiber
einen langeren Zeitraum in einem intensivmedizinischen Umfeld stellt zudem
die Hyperlipidamie dar, welche als separater Risikofaktor fur das PRIS

beschrieben wird.*8



1.1.4 Alternative Formulierungen

Aufgrund der haufigen Verwendung des Propofols und der aufgeflhrten
Nebenwirkungen hat sich ein zunehmendes Bestreben entwickelt, alternative
Moglichkeiten zur einprozentigen und zweiprozentigen Propofol-Lipidemulsion
zu untersuchen.*® Bereits durch die Variation des Lipidanteiles konnten
Veranderungen der Nebenwirkungen registriert werden.*® Es konnte gezeigt
werden, dass durch die Verwendung einer 0,5 %-Propofollésung an Stelle einer
einprozentigen Lipidemulsion eine signifikante Reduktion des Injektionsschmerz
bei Kindern erzielt werden konnte.*' Neben weiteren lipidbasierten Emulsionen,
bei denen in der Regel ein geringerer Lipidgehalt verwendet wurde, wurden
zudem auch nichtlipide Formulierungen untersucht.*® Die Ansatze fiir eine
alternative Formulierung von Propofol reichen von Nanopartikel-Tragern,
Prodrugs bis zu Cyclodextrinen.* Die zentrale Herausforderung flr nichtlipide
Formulierungen stellt fur die intravendse Applikation die mit 0,150 mgl/l
begrenzte Wasserloslichkeit des Propofols dar, da bedingt durch den
Benzolring und die Isopropylgruppen eine hohe Lipophilie des Propofols
resultiert (logP = 4.16).“ Im Gegensatz zu anderen Narkotika, die ohne weitere
Probleme wasserige Losungen formen konnen, bildet die Hydroxylgruppe des
Propofols mit einem pKs-Wert von 11 keine Salze in Lésungen.*® Fir ein
Losungsmittel des Propofols und eine mdogliche klinische Verwendung ist
entscheidend, dass diese Tragersubstanzen selbst keine eigenen
anasthetischen Wirkungen oder toxischen Eigenschaften besitzen.** Da viele
der typischen Losungsmittel wie Propylenglykol und Benzylalkohole uber
toxische Eigenschaften verfugen, wurden wassrige Losung eine potentiell zu
bevorzugende Alternative darstellen.** Um eine wassrige Losung zu erzielen,
wurden bereits ab 1996 Cyclodextrine als potentielle Lésungssubstanzen
untersucht.** Cyclodextrine bieten den Vorteil, mittels Einschlusskomplexen
lipophile Substanzen in wassrigen Losungen zu binden.* Grundlegend fiir eine
Beschreibung dieser Einschlusskomplexe sind die chemischen Eigenschaften

der Cyclodextrine selbst.



1.2 Cyclodextrine

1.2.1 Chemische Grundlagen

Cyclodextrine sind cyclische Oligosaccharide, die aus a-(1,4)-glykosidisch
verknilpften a-D-Glucopyranosemonomeren aufgebaut sind (Abbildung 3a).*
Sie werden durch den Abbau von Starke gewonnen. Hierfir werden aus
Amylose einzelne Glukosemolekule durch Cyclodextrin-Glycosyltransferase
herausgeschnitten, die anschliellend zu Oligosacchariden in einer ringférmigen
Anordnung zusammengesetzt werden.*” Die Ringstruktur entsteht aus der
Bindung an dem C1- und dem C4-Atom der einzelnen Glukosemolekule
(Abbildung 2).4
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Abb. 2: Darstellung von a-, 8-, und y-Cyclodextrin®® (Die Erlaubnis des Verlags zur Nutzung der
Abbildung liegt vor)

Die Prafixe a, B, und y reprasentieren in dieser Reihenfolge je sechs, sieben
und acht Glukosemolekiile, die die Ringstruktur bilden. Das B-Cyclodextrin
enthalt somit sieben Glukoseeinheiten (siehe Abbildung 2). Wahrend unterhalb
von sechs Glukoseeinheiten keine Cyclodextrine gebildet werden, erschwert
der Prozess der Aufreinigung die Synthese von neun oder mehr
Glukoseeinheiten.*”*® Neben den drei Cyclodextrinformen a, B, und y kdnnen

mittels Methylierung, Hydroxypropylierung bzw. Sulfobutylierung Modifikationen




vorgenommen werden.*” Nach der Erstbeschreibung der Cyclodextrine am
Ende des 19. Jahrhunderts durch Villiers wurde Mitte des 20. Jahrhunderts
deren Maglichkeit beschrieben, Einschlusskomplexe mit anderen Molekullen zu
bilden.*® Diese Eigenschaft liegt der Verwendung der Cyclodextrine als Carrier
fur Substanzen wie beispielsweise Medikamente zugrunde. Uber das
chemische Gleichgewicht wird mittels des Carriers die Konzentration zwischen
gebundener und freier Substanz Uber langere Zeit gleichmalig geregelt. Diese
Konzentration an freier Substanz wird durch das Massenwirkungsgesetz

beschrieben (Formel 2).

Formel 2:°1

[DruQ]Comp[ex
Ki.4= -
[Drugls.; * [Cyclodextrin].,

Abb. 3 : (a) Stereochemische Konfiguration des 3-Cyclodextrins
(b) Hohlraumstruktur des B-Cyclodextrins mit inneren und dul3eren

Protonen® (Die Erlaubnis des Verlags zur Nutzung der Abbildung liegt vor)



Die Form der Cyclodextrine ahnelt in ihrer strukturellen Anordnung einem
stumpfen Kegel mit einem Hohlraum im Zentrum (Abbildung 3b und
Abbildung 4). In der Abbildung 3a stellt die Hydroxylgruppe am C-6-Atom eine
primare Hydroxylgruppe dar, da sie an ein primares Kohlenstoffatom gebunden
ist. Die Hydroxylgruppe am C-2- und am C-3-Atom werden aufgrund der
Bindung an ein sekundares Kohlenstoffatom als sekundare Hydroxylgruppen
bezeichnet (Abbildung 3a).”®* Am C-6-Atom besteht eine freie Rotation der
primaren Hydroxylgruppe, was die kegelartige Struktur der Kavitat ermdglicht
(Abbildung 3b).*” Fir die unterschiedlichen Cyclodextrine liegt eine Varianz des
Innendurchmessers von 570 pm bei a, 780 pm bei B, 950 pm bei y und des
Aullendurchmessers von 1370 pm bei a, 1540 pm bei B, 1690 pm bei y vor,

wahrend die Hohe mit 750 pm - 800 pm in etwa konstant bleibt.5-%°

790 pm

-

600—650 pm
1540 pm

Abb. 4: Hohlraumstruktur des B-Cyclodextrins® (Die Erlaubnis des Verlags zur Nutzung der

Abbildung liegt vor)

Die Hydroxylgruppen sind tendenziell nach aullen gerichtet und die
Wasserstoffatome in Richtung des Hohlraumes. Insbesondere zeigen hierbei
das H-3- und das H-5-Atom nach innen und bilden einen hydrophoben
Hohlraum.*® Die durch die Anordnung resultierende unpolare Innenseite erlaubt

den Einschluss von lipophilen kleineren Molekllen. Die nach aul3en gerichteten



polaren OH-Gruppen bewirken die hydrophilen und damit wasserldslichen
Eigenschaften. Durch Wasserstoffbriickenbindungen sowie Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen (Van-der-Waals-Krafte) wird ein Komplex aus dem
Cyclodextrin und dem Gastmolekil gebildet.** Auf diese Weise kann eine
erhohte Loslichkeit eines Medikamentes erzielt werden.** Diese bedingt die
Verwendung der Cyclodextrine als Carrier an biologischen Schranken.
Insbesondere konnte an biologischen Schranken der Durchtritt von Komplexen
aus Cyclodextrinen und Medikamenten ohne Schaden der Lipidschichten
gezeigt werden.***” Neben Anwendungsbereichen an biologischen Schranken
wie beispielsweise der Haut oder des Kolons, werden vermehrt
Untersuchungen zu Cyclodextrin-Medikamenten-Komplexen an der Blut-Hirn-
Schranke durchgefiihrt.***’

10



1.3 Potentielle Komplexe zwischen HPBCD und Propofol

Far alternative, nichtlipide Formulierungen des Propofol bilden die
eingeschrankte  WasserlOslichkeit und die Toxizitat die zentralen
Herausforderungen fiir die intravendse Applikation.*? Reines B-Cyclodextrin ist
aufgrund der fir Mause nachgewiesenen Nephrotoxizitdt und der
hamolytischen Wirkung nicht fir die intravendse Anwendung geeignet.®® Die
Ursache der Toxizitat ist zurzeit nicht abschlieRend geklart. Die Extraktion des
Cholesterins und der Phospholipide aus der Zellmembran durch die
Cyclodextrine scheint aber eine Rolle zu spielen.®' Fir die Derivate des B-CD
konnte eine Veranderung der physiochemischen Eigenschaften durch die
jeweilige Modifikation gezeigt werden.* Fir die beiden Cyclodextrinderivate
HPBCD (Hydroxypropyl-beta-Cyclodextrin) und Sulfobutylether-B-Cyclodextrin
(SBEBCD) konnte eine intraventse Applikation erfolgreich demonstriert
werden.*® Beide Cyclodextrine zeigen im Vergleich zu dem B-Cyclodextrin eine
erhohte Wasserloslichkeit und eine fast 15-fache Reduktion der Toxizitat.>®* So
hat HPBCD auch bei hohen Dosen nur reversible renale toxische Effekte.*” Die
geringere toxische Wirkung ist auf die erhdhte Loslichkeit des
Cyclodextrinderivates zurlickgeflihrt worden.*” Allerdings konnte gezeigt
werden, dass die Komplexbildung des HPBCD mit dem Wirt im Vergleich zu
dem reinen B-Cyclodextrin verringert ist.*® Es konnte eine Assoziation zwischen
einer erhohten Substitution der Hydroxypropylgruppe und einer verringerten
Komplexbildung nachgewiesen werden.®® Nach der Applikation wird HPRCD
unverandert Uber den Harntrakt ausgeschieden. Bei einer normalen
Nierenfunktion erfolgte 90 % der Ausscheidung innerhalb von 6 Stunden und
99 % innerhalb von 12 Stunden.®' Weitere chemische Charakteristika der
verwendeten Cyclodextrine und die chemischen Eigenschaften des Propofols

sind in der Tabelle 2 zusammengefasst.®'
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Tab. 2 : Ubersicht iiber physikalische und chemische Eigenschaften der Substanzen
Propofol®%%, B-CD*"%* und HPBCD®®

Substanzen Molekulargewicht | Schmelzpunkt | Siedepunkt pKs-Wert
Propofol 178,14 g/mol 13 °C 256 °C 11,1
B-Cyclodextrin 1134,99 g/mol 290 °C - -
HPBCD 1541,55 g/mol 278 °C - -

Die Wirt-Gast-Komplexe zwischen Cyclodextrinderivaten und Medikamenten
sind bereits in einigen Studien untersucht worden.®**® Verbindungen zwischen
unterschiedlichen Cyclodextrinderivaten und Propofol wurde ebenfalls schon in
mehreren Arbeiten beschrieben.®®*”" Die mit Propofol gebildeten Komplexe
bendtigen keine speziellen chemischen Formulationen und sind als klare
Lésungen ohne Olzusatz erhéltlich.

Neben Propofol/HPBCD konnte durch die Verwendung des Propofolats eine
venads injizierbare, stabile und gut lagerbare Formulierung etabliert werden. Das
somit in den Komplex eingebundene Anion des Propofols (Phenolat) wurde
inklusive der Zubereitung 2011 patentiert.”? Ermoglicht wird dies durch die
Umsetzung von Propofol im alkalischen Milieu (pH-Wert 9-10) zum Natriumsalz.
Die Anwendung des Propofolats kann in einer wassrigen Losung erfolgen. Als
zu favorisierender pH-Wert ist fur diese wassrige Losung der Bereich 9-10
angegeben, den diese nach Auflésung des Feststoffes einnimmt. Das
Molverhaltnis von Propofolats und HPBCD wird in dem Komplex zwischen 1:2

und 1:4 angegeben.”
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1.4 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Komplexbildung zwischen Propofol mit dem
Cyclodextrinderivat HPBCD analysiert werden. Dies ist von Bedeutung, da sich
bei Cyclodextrinkomplexen veranderte biologische, chemische und
physikalische Eigenschaften im Vergleich sowohl zu dem jeweiligen
Cyclodextrinderivat als auch zu dem Medikament ohne Bindung an ein
Cyclodextrinderivat zeigen kénnen.** Das Cyclodextrinderivat HPBCD zeigt im
Vergleich mit B-Cyclodextrin eine kaum vorhandene Toxizitat und wurde
aufgrund der guten Loslichkeit ausgewanhit.>® Fiir Propofol/HPBCD konnte dabei
eine fiir die Komplexbildung ausreichende Stabilitat gezeigt werden.® Allerdings
wurde auch eine mit der Substitution der Hydroxypropylgruppe assoziierte
Reduktion der Komplexbildung im Vergleich zu B-Cyclodextrin nachgewiesen.®
In der vorliegenden Arbeit soll die Komplexbildung von Propofol/HPBCD u.a.
mittels 'H-NMR-Spektroskopie untersucht werden. Durch die 'H-NMR-
Spektroskopie kann eine nahere Bestimmung der Koordination des
Narkotikums und des Rings des Cyclodextrinderivates erfolgen. Dieses
Verfahren bietet im Gegensatz zu anderen Methoden wie der
Fluoreszenzmessung und der UV/Vis-Spektroskopie die Moglichkeit, nicht nur
energetische Zustande zu ermitteln, sondern lasst auch Rickschlisse Uber die
Strukturen der gebildeten Komplexe zu.” Insbesondere kann durch die
Untersuchung der Protonen im Bezug auf ihre chemische Verschiebung
Aussagen zu der raumlichen Anordnung von Gastmolekul und
Cyclodextrinderivat getroffen werden.” Mittels 'H-NMR-Spektroskopie werden
die  Substanzen Propofol, B-CD, HPBCD, Propofol/HPBCD und
Na-Propofolat/HPBCD gemessen (siehe 2.1 & 3.1).

Um eine weitere Strukturanalyse vornehmen zu konnen, werden zudem
molekulare Modellierungen von Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD

vorgenommen (siehe 2.2 & 3.2). Diesbezuglich werden die Interaktion zwischen
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Wirt-Gast-Komplexe sowohl mit statischen Berechnungen als auch mit
dynamischen Molekulardynamik-Simulationen untersucht.

Zur weiteren Analyse der Komplexbildung wird die Differential Scanning
Calorimetry (DSC) zur Bestimmung thermodynamischer Parameter
durchgeflhrt. Uber die gewonnenen Parameter sollen weitere Riickschliisse auf
die Wechselwirkung zwischen Gastmolekil und Wirtsmoleklil gezogen
werden.”*”® DSC-Messungen werden fiir die Substanzen HPRCD,
Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD durchgefihrt (siehe 2.3 & 3.3).
Neben der naheren Analyse der Struktur ist es Ziel der vorliegenden Arbeit,
eine Untersuchung der Auswirkung von Propofol/HPBCD auf die Zytotoxizitat
vorzunehmen. Die Zytotoxizitat stellt ein entscheidendes Kriterium flur eine
potentielle weitere Verwendung der Substanzen in der Medizin dar.” In den
Untersuchungen von Shityakov et al. konnte bereits fur Propofol und
modifizierte B-Cyclodextrin-Komplexe eine vorhandene Permeabilitdt an der flr
Narkotika entscheidenen Blut-Hirn-Schranke (BHS) gezeigt werden.” In den
vorliegenden Versuchen wurden daher fir die Substanzen Propofol, HPBCD,
Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD die Zytotoxizitatstests MTT-Test,
LDH-Assay und EZ4U-Test an den bereits mehrfach zur Analyse der Prozesse
an der Blut-Hirn-Schranke verwendeten CerebEND-Zellen durchgefuhrt (siehe
2.4 & 3.4).7"°

Neben der Zytotoxizitdt konzentrieren sich wissenschaftliche Bemihungen
zunehmend auf weitere Aspekte der medikamenteninduzierten Wirkung wie
Genotoxizitat, Cancerogenitat und Mutagenitat.®® Genotoxizitat beschreibt das
durch ein Medikament vermittelte Spektrum an akuten sowie chronischen
Schaden des genetischen Materials.®™® Der Comet-Assay bietet die
Maoglichkeit, sowohl Doppelstrang- als auch Einzelstrangbriche als DNA-
Schaden zu detektieren und stellt ein standarisiertes Verfahren zur Bestimmung
der Genotoxizitat dar.3*%° Ziel der Arbeit ist es, eine Analyse der Genotoxizitat
von Propofol, HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD mittels dem
Comet-Assay vorzunehmen (siehe 2.5 & 3.5). Fur den Comet-Assay wird die

bereits etablierte Zelllinie HL-60 verwendet.®®
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Zusatzlich zu Propofol/HPBCD wird in den Versuchen Na-Propofolat/HPRCD
untersucht. Da sich flr Propofol die Form eines Natriumsalzes als glinstig flr
die Anwendung darstellt, wird in den vorliegenden Versuchen das noch wenig
beschriebene Na-Propofolat/HPBCD Teil der Versuchsreihen.” Ziel der Arbeit
ist es somit neben Propofol/HPBCD, das bereits bei anderen, friheren
Versuchsreihen verwendet wurde, alle Versuche ebenso far
Na-Propofolat/HPBCD durchzufihren. Es ist Ziel der Arbeit, diese bisher nicht
verwendete Formulierung des Propofolats mit dem Propofol/HPRCD zu

vergleichen.
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2. Material und Methoden

2.1 '"H-NMR-Spektroskopie

2.1.1 Grundlagen der '"H-NMR-Spektroskopie

Der Anwendungsbereich dieser 'H-NMR-Spektroskopie reicht Uber diverse
chemische und medizinische Felder bis hin zu den Materialwissenschaften und
zur Geologie.*® Aus der Wechselwirkung zwischen dem Eigendrehimpuls eines
Atomkerns, einem aulleren Magnetfeld B, und den intramolekularen Feldern
kénnen Rickschlisse auf die genaue Struktur eines Molekills geschlossen
werden. Im Einklang mit anderen atomaren Grof3en wird der Kernspin als
Vielfaches einer (quantifizierten) Einheit angegeben.®”® |Im Falle der
Kernspinresonanz kann der Kernspin den Wert 0 oder ein Vielfaches von 2 h
einnehmen. Fur alle Atomkerne, die eine gerade Zahl an Protonen und eine
gerade Zahl an Neutronen aufweisen, betragt die Kernspinquantenzahl 0. In
diesem Fall besitzt der Kerndrehimpuls | kein magnetisches Moment und es
verbleiben die Atome mit einer ungleichen und ungeraden Anzahl an Neutronen
und Protonen wie beispielsweise 'H und *C zur Messung.*® Die Richtungen der
magnetischen Dipole der Kerne sind zufallig angeordnet und werden erst durch
ein magnetisches Feld B, nach den Gesetzmaligkeiten der Quantenmechanik
verandert. Die magnetischen Quantenzahlen werden mit m angegeben und
kénnen die Werte m = [, I-1, I-2....-] einnehmen.?” Da nur bestimmte
Energiezustande realisiert werden konnen, ist auch die Richtung des Kernspins
gequantelt. Bei magnetischen Dipolen mit Werten von 1/2 h kann m somit nur
1/2 oder -1/2 betragen. Diese energetisch aufgespalteten Energiezustande
werden als Kern-Zeeman-Niveaus bezeichnet. In Bezug auf die Anordnung der
Dipole zu einem aulReren Magnetfeld kann somit von paralleler (a; energetisch
gunstiger) und antiparalleler Anordnung (B; energetisch ungunstiger)
gesprochen werden.

Die magnetischen Dipole prazedieren um die aufiere Magnetfeldrichtung Bo.

Die Lamor-Frequenz bezeichnet die Frequenz dieser Prazession.®” Durch die
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Einstrahlung von einem zusatzlichen Magnetfeld B; kann der Ubergang
zwischen den Energieniveaus bewirkt werden. Sofern die Frequenz der
eingestrahlten elektromagnetischen Welle vy, dem Kern-Zeeman-Niveau
entspricht, kann ein Resonanzsignal detektiert werden. In einem
Koordinatensystem beschreibt die z-Achse die Magnetfeldrichtung B,, wahrend
die x-Achse und die y-Achse in Richtung der Sende- und Empfangerspule
liegen.®” Bei der Verwendung eines Fourier-Transformation-NMR-
Spektrometers (FT-NMR) wird ein Hochfrequenzimpuls angewendet, der eine
gleichzeitige Erregung aller Atomkerne hervorruft. Dieser Impuls wird im us-
Bereich appliziert.®” Nach dem Abklingen des Hochfrequenzimpulses wird die
Abnahme der Magnetisierung in Form eines sogenannten free induction decay
(FID) detektiert. Durch den FID wird das NMR-Signal erzeugt.

Grundlage fur den FID sind nach Ende der Einstrahlung zwei verschiedene
Relaxationsprozesse. Zum einen entsteht durch die Relaxation in Richtung des
aulleren Magnetfelds eine longitudinale Relaxation oder Spin-Gitter-Relaxation
T;, zum anderen ergibt sich eine ftransversale Relaxation oder Spin-Spin-
Relaxation T, senkrecht zum auf3eren Feld. Wahrend die Spin-Gitter-Relaxation
Ty durch Wechselwirkung mit elektrischen Feldgradienten und umliegenden
magnetischen Feldern entsteht, wird die Spin-Spin-Relaxation T, durch den
Austausch von Energie zwischen gleichartigen Spins und der entstehenden
Homogenisierung des Spinsystems bedingt.®® Insbesondere durch T, wird die
Geschwindigkeit beeinflusst, mit der das FID-Signal sinkt. Neben analytischen
Verfahren bilden diese beiden Relaxationsprozesse im MRT die Grundlage der
Bildgebung.

Im Fall von Molekilen muss neben dem auleren Feld die innerhalb des
Molekuls liegende Umgebung des betrachteten Atoms beachtet werden, durch
welche das lokale Feld verandert wird. Zu bertcksichtigen sind die Effekte der
benachbarten Elektronen und deren magnetisches Feld, welches dem aulieren
Feld B, uberlagert ist. Durch die von den jeweiligen Elektronen verursachten
Magnetfelder entstehen die Phanomene der chemischen Verschiebung: der

Abschirmung und der Entschirmung des aulderen Feldes. Ersteres beschreibt
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die durch kreisformige Bewegungen der Elektronen induzierten zusatzlichen
Magnetfelder, die sich entgegengesetzt zu dem aulleren Feld verhalten. Die
Entschirmung wirkt der Abschirmung entgegen und beruht auf der
Elektronegativitat der Gruppen in direkter Nachbarschaft zu dem betrachteten
Atomkern. Durch diese Phanomene reduzieren sich die Resonanzfrequenzen
der Atome. Um eine vom &aulleren Magnetfeld unabhangige Grofle zu
etablieren, wird die chemische Verschiebung als Grole eingeflhrt, die in der
Einheit ppm angegeben wird.*® Als Ganzes bildet die chemische Verschiebung
die Grundlage fur die Strukturanalyse, da der Resonanzuibergang fur die
einzelnen Atomkerne abhangig von der intramolekularen Umgebung ist und da
auf diese Weise Aussagen uber die Struktur der jeweiligen Molekule getroffen
werden konnen.”’ In diesem Zusammenhang wird zwischen chemisch
aquivalenten - mit gleichen Resonanzfrequenzen - und chemisch nicht-
aquivalenten Kernen unterschieden. Erstere geben nur ein Signal, wahrend die
nicht-aquivalenten Kerne getrennte Signale erzeugen.

FiUr die aquivalenten Kerne gilt die Aufspaltungsregel (N+1) (Multiplizitat), d.h.
dass fiir N benachbarte Wasserstoffkerne eines H-Kerns im 'H-NMR-Spektrum,
N+1 (nahe beianderliegende) Resonanzpeaks resultieren. Wenn beispielsweise
ein aquivalenter Kern eines H-Atoms mit einem benachbartem H-Atom
gemessen wird, zeigt sich in der "H-NMR-Spektroskopie ein Duplett. Fiir einen
aquivalenten Kern mit zwei benachbarten H-Atomen resultiert ein Triplett.®
Gleiche Substituenten an aquivalenten C-Atomen haben die gleiche chemische
Verschiebung und treten daher im NMR-Spektrum mit entsprechend hoherer
Intensitat auf.*

Auch die Grolle der Kopplung zwischen den verschiedenen Protonen
beeinflusst die Signalhdhe im NMR-Spektrum. Insbesondere haben
unterschiedliche Kopplungsdistanzen verschiedene Kopplungskonstanten zur
Folge. Die unterschiedlichen Kopplungsdistanzen werden an folgenden

Beispielen ersichtlich (Abbildung 5):
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Abb. 5:  Schematische Darstellung der verschiedenen Kopplungsdistanzen fiir 'J (direkte
Kopplung, A), 2J (geminale Kopplung, B), 3J (vicinale Kopplung, C) und *J (long-
range Kopplung, D) (Eigene Darstellung)

2.1.2 Auswertungen der 'H-NMR-Spektren

Die Multiplizitat der Signale wird als Singlett, Duplett, Triplett etc. bezeichnet.
Grundlage der Auswertung eines 'H-NMR-Spektrums ist neben der chemischen
Verschiebung und der Multiplizitat die Berechnung des Integrals der Flache
eines NMR-Signals. Mit Hilfe der Integration kann die Protonenzahl bestimmt
werden.

Die Aufspaltung der einzelnen Signale wird zunachst auler Acht gelassen und
nur der Schwerpunkt der Signale betrachtet. Den genauen Wert der
chemischen Verschiebung dieser Signale kann mittels der Software mit Hilfe
des Peak Picking bestimmen werden. Uber die Lage der Signale kénnen
Aussagen Uber mogliche Molekilgruppen getroffen werden. So liegt
beispielsweise das Signal der Methylprotonen in der Regel zwischen 1 ppm und
4 ppm und das der aromatischen Gruppen zwischen 5 ppm und 8 ppm.®’

Dann kann durch die Auswertungssoftware die Integration durchgefihrt werden,
was durch eine Treppenkurve Uber dem Signal dargestellt wird. Anhand dieses
Integrals kann nicht zwangsweise auf die genaue Anzahl der Protonen
geschlossen werden, wohl aber auf das Verhaltnis der Protonen zwischen den
verschiedenen Signalen. Mit Hilfe der Aufspaltungsregeln konnen weitere
Ruckschlisse uUber die Signale der Protonengruppen getroffen werden. Zuletzt
konnen die Einzelinformationen zu einer Gesamtaussage uber die
Strukturformel des Molekils verknupft werden. Wenn die Atomkerne mit zwei

unterschiedlichen Nachbarn koppeln, gilt Formel 3%:
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Formel 3%:

M = (N4+1)(N>+1)
N1bzw. N, reprasentieren die Anzahl der aquivalenten Nachbarprotonen,

M reprasentiert die Multiplizitat.

2.1.3 Messungen der 'H-NMR-Spektren

Die Messungen wurden an einem Fourier 300 ('H; 300 MHz) (Bruker Biospin,
Rheinstetten, Deutschland) bei 298 K durchgefiihrt. Die Messungen der 'H-
NMR-Spektroskopie wurden in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Michael
Libtow an dem Lehrstuhl fir Chemische Technologie der Materialsynthese an
der Universitat Wdarzburg durchgefuhrt. Um die Substanzen im
hochauflosenden NMR zu messen, bedarf es eines LOsungsmittels, in dem
jeweils die Testsubstanzen (1 mg) geldst wurden. Hierfur wurde ein deuteriertes
Lésungsmittel  verwendet, bei dem alle Wasserstoffatome durch
Deuteriumatome (°H) ausgetauscht wurden. Deuterium verfiigt als Spin-1-Kern
ebenfalls Uber ein Magnetfeld, das allerdings aufgrund seiner
Resonanzfrequenz sehr weit von den Signalen der Protonen entfernt ist und
somit nicht mit diesen interferiert.** Zudem wiirde es bei der Verwendung von
protonenhaltigen Ldsungsmitteln zu Uberlagerungen der Signale kommen.
Allerdings betragt bei den verwendeten Ldsungsmitteln die Substitution der
Wasserstoffatome nicht ganz 100 %, so dass ein Signal des Ldsungsmittels
TMS als Referenzwert genutzt wurde. Bei den beschriebenen Messungen
wurde deuteriertes DMSO-ds als Losungsmittel eingesetzt, bei dem das
Referenzsignal bei 2,5 ppm liegt. Die Auswertung der Spektren hinsichtlich der
chemischen Verschiebung und der Peak-Integrale erfolgte Uber das NMR-
Programm MestreNova 12.0.4 (Mestrelab Research).

Mittels der 'H-NMR-Spektroskopie wurden die Substanzen Propofol, B-CD,
HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPRBCD gemessen. (3-CD ist nicht
Teil der weiteren Untersuchungen der Arbeit und wurde ausschlielich in der
"H-NMR-Spektroskopie als Referenz untersucht, um die Zuordnung der Signale

fur das Cyclodextrinderivat HPBCD zu erleichtern.
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2.2 Molekulare Modellierungen

2.2.1 Molekulares Docking mit Autodock v.4.2.5.1

Um die gegenseitige Orientierung von Gast- und Wirtsmolekul besser zu
verstehen, wurden 3D-Modellierungen vorgenommen. Auf diese Weise sollen
weitere Ruckschlisse auf die Struktur der Substanzen gezogen werden.
Insbesondere die Protein-Ligand-Wechselwirkungen spielen eine
entscheidende Rolle flr die pharmazeutische Anwendung und werden
zunehmend Teil von Untersuchungen.®* Molekulares Docking bildet dabei die
Moglichkeit, eine Orientierung fur die Interaktion zwischen Makromolekuilen und
Proteinen zu geben. Dabei wird mittels unterschiedlicher Algorithmen versucht,
eine energetisch und geometrisch passende Verbindung zu simulieren.® Die
dazu verwendeten Funktionen sollen dabei die Bindungsenthalpiewerte (AGying)
der Protein-Ligand-Wechselwirkungen vorhersagen.®

An  Na-Propofolat/HPBCD und an Propofol/HPBCD wurden diese
Modellierungen durchgefuhrt. Daflr wurde das Propofol-Molekll aus der
chemischen Datenbasis PubChem verwendet. Zur Beurteilung der Form der
Kavitat des B-Cyclodextrinrings wurde das Programm PyMol v.1.2 benutzt. Die

nahezu kreisférmige Struktur ist in Abbildung 6 gezeigt.

Abb. 6: Mit PyMol berechnete Struktur des ,B-Cyclodextrins96 (Die Erlaubnis des Verlags zur
Nutzung der Abbildung liegt vor)
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Die Struktur fur das HPBCD wurde ebenfalls mit Hilfe der Software PyMol v.1.2
erstellt. Wie auch in friiheren Arbeiten anderer Autoren wurden die simulierten
Strukturen mit der Software GTKDynamo v.1.8.1 in einheitlicher GroRenskala
fur einen raumlichen Vergleich dargestellt.*”*® Fir die zentralen Modellierungen
wurde die Software AutoDock v.4.2.5.1 verwendet, in welche die Software
PyMol v.1.2 integriert wurde.®®**® Auf diese Weise wurden die
Bindungsenthalpiewerte (AGying) berechnet.®® Die molekularen Modellierungen

wurden mit freundlicher Unterstitzung von Herrn Dr. Shityakov durchgefuhrt.

2.2.2 Molekulardynamik-Simulationen

Im Unterschied zu den statischen Berechnungen mit der Software Autodock
wurden zur weiteren Strukturanalyse der dynamischen Aspekte der Substanzen
Molekulardynamik-Simulationen  verwendet. Dieses  Verfahren  wurde
ausgewahlt, um die Dynamik von grof3eren molekularen Systemen abbilden zu
konnen.'® Mittels den Molekulardynamik-Simulationen sollen die Bewegungen
eines Molekulkomplexes in einem Koordinatensystem dargestellt werden.
Durch die Zufuhr von Energie wird die Beweglichkeit der Molekule erhoht.
Insbesondere werden schwachere Bindungen gelockert und das Molekul kann
in energetisch stabilere Konfigurationen wechseln.

Die Molekulardynamik-Simulationen wurden fur die Substanzen Propofol/
HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD durchgefuhrt. Dazu wurde das Amber
Molecular Dynamcis Package 12 sowie GAFF (General Amber Force Field) und
GLYCAM _06j-1 verwendet.'”" Zur graphischen Darstellung wurde ROSETTA
v.5.98 verwendet, um die Verbindungen zwischen Propofol und dem
Cyclodextrinderivat abzubilden.’"'%2 Wie auch in vorherigen Studien anderer
Autoren wurde die Lange der kovalenten Bindungen mittels dem SHAKE
Algorithmus bestimmt.”®'%? Die Simulationen erfolgten in 2,0 fs Intervallen. Fir
die Molekulardynamik-Simulationen wurde der ubliche Zeitraum von insgesamt
50 ns erfasst.’”’ Die Molekulardynamik-Simulationen wurden mit freundlicher

Unterstutzung von Herrn Dr. Shityakov durchgefuhrt.
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2.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

2.3.1 Grundlagen der DSC

Als Methode der thermischen Analytik dient die DSC unter anderem zur
Bestimmung von Phasenubergangen erster und zweiter Ordnung. Zudem
konnen Warmekapazitaten und Schmelz- oder Verdampfungspunkt bestimmt
werden. Es konnen aber auch chemische Prozesse untersucht werden.
Gegebenenfalls kdnnen Aussagen Uber die Reinheit der Proben getroffen
werden, da die gemessenen Werte Ruckschlisse uber die Menge ggf.

vorhandener Verunreinigungen zulassen.'®

Bei einer DSC-Messung wird eine Referenz und die zu untersuchende
Substanz bei linearem Temperaturanstieg erwarmt. Mit Hilfe von
Widerstandsthermometern werden die Temperatur der Referenz und die
Probentemperatur kontinuierlich abgeglichen.'® MessgroRe ist die Differenz der
Heizspannung, die erforderlich ist, um die Referenz und die zu untersuchende
Probe beim Erwarmen auf jeweils gleicher Temperatur zu halten. Die
Warmekapazitat ergibt sich aus der Probeneinwaage und der Steigung der

Messkurve.

Entscheidend ist, dass die Probe und die Vergleichssubstanz stets die gleiche
Temperatur haben. Bei einem entstehenden Temperaturunterschied wird die
kaltere Seite starker beheizt, bis die Temperaturdifferenz ausgeglichen ist. Dies
wird Uber getrennte elektrische Heizelemente fir die Probe und die
Vergleichssubstanz ermdglicht.'® Phaseniibergange erster Ordnung in der
Probe fuhren zu einer veranderten Warmezufuhr, die als Ausschlag (Peak) in
der DSC-Kurve dargestellt ist. Phasenlbergange zweiter Ordnung flhren zu
einer Stufe in der Kurve. Als Vergleichssubstanz wird eine Inertsubstanz
verwendet, die keine Phasenubergange in dem  untersuchten
Temperaturbereich zeigt.' Zur Validierung der Messergebnisse wurden zwei

identische Messzyklen durchgefuhrt.
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2.3.2 DSC-Messungen der Testsubstanzen

DSC-Messungen wurden bereits wiederholt fur die Analyse von Cyclodextrin-
Einschlusskomplexen verwendet.'>"% Entsprechend friiherer Untersuchungen
von Cyclodextrinderivaten erfolgte ein Temperaturanstieg von 10 °C/min."%®
Aufgrund von DSC-Messungen wurde bereits fur HPBCD die Bildung von
Einschlusskomplexen mit anderen Substanzen vermutet.’® Um eine potentielle
Bildung von  Einschlusskomplexen  zwischen  Propofol und den
Cyclodextrinderivaten nachzuweisen, wurden auch in dieser Arbeit DSC-
Messungen verwendet. Durchgefuhrt wurden die Versuche an einem DSC 204
F1 Phoenix, der Firma NETZSCH (Selb, Deutschland) mit einem CC200 F1
Controller (NETZSCH). Die DSC-Messungen wurden in Zusammenarbeit mit
Dr. rer. nat. Michael Lubtow an dem Lehrstuhl fur Chemische Technologie der
Materialsynthese an der Universitat Wirzburg durchgefuhrt. Die Proben wurden
in einem Aluminumtiegel erhitzt. Als Referenz diente ein leerer Aluminumtiegel.
Die Messungen wurden in Stickstoffatmosphare bei einem Volumenfluss von 20
mL/min Nz und einer Aufheizrate von 10 °C/min im Bereich 0 °C bis 280 °C
vorgenommen. Die DSC-Messungen wurden fur die Substanzen HPBCD,
Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD durchgefihrt.
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2.4 Zytotoxizitatstests

Durch die Interaktion mit den zu testenden Substanzen ergibt sich eine
vielfaltige Beeinflussung der Zellen, die bis hin zur Apoptose bzw. zur Nekrose
reicht.”'®"" Die Tests stellen daher eine wichtige Mdglichkeit zur Evaluation der
Zytotoxizitat in Zusammenhang mit der medikamentdésen Applikation dar.
Propofol wurde bereits als Ausléser der Apoptose bei HL-60-Zellen durch eine
dosisabhangige Inhibition beschrieben.'® Zudem konnte eine nekrotische
Wirkung durch Propofol fiir diese Zelllinie nachgewiesen werden.'' Durch
McKune et al. wurde bereits die Toxizitat des Propofols mit einem LDsy-Wert
von 53 mg/kg fur Mause und 42 mg/kg fiur Ratten nach der intravendsen
Injektion und einem LDso-Wert von 1230 mg/kg fur Mause und 600 mg/kg far
Ratten nach der oralen Applikation des Narkotikums in Form einer Sojadllésung
beschrieben."? Uber welche Mechanismen Propofol die apoptotische Wirkung
entfaltet, ist weiterhin Gegenstand der Forschung. Beispielsweise konnte
nachgewiesen werden, dass die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3) eine
Rolle spielt."”®* Als neuere Entwicklung konnte aufgrund des apoptotischen
Effektes des Propofols eine Reduktion der Tumorzellen flr verschiedene
Tumorentitdten nachgewiesen werden. So konnten beispielsweise flr
gastrointestinale Karzinome,'* Bronchialkarzinome'® und Prostatakarzinome''®
entsprechende Effekte gezeigt werden. Dies kann zu weiterem Nutzen des
antikarzinogenen Effektes und zu verstarktem Einsatz des Narkotikums in den
Operationen der betreffenden Fachbereiche fiihren, wie es bereits
vorgeschlagen wurde."*'°

Es wurden in dieser Arbeit mit dem MTT-Test, LDH-Assay und dem EZ4U-Test
drei verschiedene Verfahren zur Analyse der Zytotoxizitat angewendet.

Fir die drei Testverfahren wurden CerebEND-Zellen verwendet. CerebEND-
Zellen werden als immortalisierte, endotheliale Zelllinie gewonnen und
entstammen dem Kleinhirn neonataler Mause.” Durch die Monoschichten der

langlichen Zellen wird eine dem Kleinhirn morphologisch ahnliche Barriere
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gebildet, die zum Teil aus Zell-Zell-Verbindungen mit Claudin-5-, Occludin- und
VE-Cadherin-Proteinen besteht.”® CerebEND-Zellen eignen sich somit
besonders fur die Untersuchung von Prozessen an der Blut-Hirn-Schranke. Fur
Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD stellen die BHS-Interaktionen ein
wichtiges Kriterium dar, da die narkotisierende Wirkung des Propofols erst nach
Ubertritt Uber diese natlrliche Zellbarriere entfaltet werden kann. Die
Zytotoxizitat der Substanzen fur diese endotheliale Zelllinie ist somit von
entscheidender Bedeutung.

Zur  Durchflhrung der drei Testverfahren musste zunachst das
Verteilungsvolumen des Propofols kalkuliert werden. Die Dosis des Propofols
wurde aus der Literatur Gbernommen und betrug 26 mg/kg (26 pl/g).”® Fir das
Gewicht der Maus wurde der Literatur entsprechend von einem Wert von 25 g
ausgegangen.'’” Auf diese Weise konnte die gesamte Dosis des Propofols pro
Maus aus dem Produkt des Gewichtes sowie der Propofol-Dosis mit
650 pg/Maus bestimmt werden. Als lean body mass water content der Mause
wurde basierend auf der Arbeit von Widdowson and Dickerson et al. ein Wert
von 78 % verwendet."® Diese hatten flir ausgewachsene S&uger einen
Wassergehalt der Koérpermasse von 72,0-78,0 % errechnet.”® Auf dieser
Grundlage wurde ein H,O-Volumen der Mause von 19,5 ml als 78 % des 25 g
Gesamtgewichts ermittelt. Daher wurde von einer Propofol-Konzentration von
33.3 ug/ml der Mause ausgegangen. Dieser Wert ergibt sich aus dem
Quotienten der Propofol-Dosis (650 ug/Maus) und des H,O-Volumens (19,5 ml/
Maus). Als Active Pharmacological Ingredient (APl) Gehalt wurde von Cyclolab
ein Wert von 6,6 % w/w fur den Gehalt des Propofols innerhalb des Na-
Propofolat/HPBCD libernommen.”

So ergibt sich aus dem Verhaltnis von Propofol (6,6 %) zu dem gesamten Na-
Propofolat/HPBCD (100 %) ein gerundeter Wert von 15,15 (100/6,6 = 15,15).
Dieser Wert wurde mit der oben berechneten Menge von 650 pg/Maus an
Propofol multipliziert, um die erforderliche Masse an Komplex fur jede Messung
zu bestimmen. Aus der Menge von 650 pg/Maus an Propofol und dem H,O-

Volumen der Mause (19,5 ml) resultiert die Konzentration pro Milliliter
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Flissigkeit von 33,3 ug/ml. Aus dem Produkt von 33,3 pug/ml und 15,15 ergibt
sich ein Wert von 504,5 ug/ml fir die Komplexe Na-Propofolat/HPRCD und
Propofol/HPBCD, der in den folgenden Zytotoxizitatstests verwendet wurde. Der
Wert der HPBCD-Konzentration (471,2 ug/ml) ergibt sich aus der Subtraktion
der Konzentration des Propofols (33,3 pg/ml) von der Konzentration des Na-
Propofolat/HPBCD (504,5 pg/ml). Eine Ubersicht Uber die Kalkulationen gibt
Tabelle 3.

Tab. 3: Kalkulationen fiir die Zytotoxizitatstests und den Comet-Assay

Propofol-Dosis 26 mg/kg = 26 ug/g

Gewicht der Maus 259

Dosis Propofol/Maus 259 * 26 ug/g = 650 pg/Maus
H,O-Volumen der Mause 259 * 78 % = 19,5 ml

Konzentration Propofol 650 pg/Maus / 19,5 ml = 33,3 pg/ml
Konzentration Na-Propofolat/HPRCD 33,3 ug/ml * 15,15 = 504,5 pug/mi
Konzentration Propofol/HPBCD 33,3 ug/ml * 15,15 = 504,5 pg/ml
Konzentration HPBCD 504,5 ug/ml - 33,3 pg/ml = 471,2 pg/ml
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2.4.1 MTT-Test

Eine probate Methode zur Messung der Zellproliferation und Vitalitat ist der
erstmalig 1983 von Mosmann beschriebene MTT-Test.'"® Diese Methode basiert
auf der Reduktion des gelben, wasserléslichen Farbstoffs 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zum blau-violetten
wasserunléslichen Formazan (siehe Abbildung 7)."° Diese Reduktionsreaktion
erfolgt durch das Enzym Dehydrogenase mit den Co-Faktoren NADP*/NADPH
(siehe Abbildung 7)."® Durch die mitochondrialen Dehydrogenasen wird der
Tetrazoliumring des in die Zelle eingedrungenen MTTs aufgebrochen.®" Unter
der Zugabe von Isopropanol und Chlorwasserstoff (HCI) kann Formazan aus
den Zellen gelost werden.'”? Gemessen wird die Farbintensitat der Ldsung
aufgrund der vorhandenen Formazankristalle mittels eines ELISA-

21 Die Konzentration der blauen Formazankristalle Ilasst

Photometers.
Riuckschliusse auf den Anteil der lebenden Zellen sowie auf ihr
Wachstumsverhalten zu.'?? Der MTT-Test beruht auf einer Korrelation zwischen
der Zahl der lebenden Zellen und der ermittelten Extinktion, da ein direkt
proportionales Verhaltnis zwischen der Zellzahl der vitalen Zellen und dem

gebildeten Formazan besteht (siehe Formel 4).%121

—N —
N—" \ Mltochondrlale Reduktase BN =N —
i \
Ej ONQN i
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (E,Z)-5-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Abb. 7: Darstellung der Reduktionsreaktion des MTT-Tests'??
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Formel 4a"?*:

Zellvitalitat (%) = (100 - Zytotoxizitat (%))

wobei:

opt. Dichte Kontrollzellen — opt. Dichte der mit Testsubstanz behandelten Zellen
*

Zytotoxizitat(%) = —

optische Dichte der Kontrollzellen

Die Zellkulturen fir den MTT-Test wurden mit 3 x 10° Zellen pro Well mit je
100 pl Zellkulturmedium auf einer 96-Mikrotiterplatte angesetzt. Als
Positivkontrolle (PK) wurden Zellen verwendet, zu denen ausschlieRlich
Zellkulturmedium hinzugegeben wurde. Auf die PK wurden die Messergebnisse
referenziert. Als weitere Positivkontrolle wurde die Zellen mit einer Mischung
aus Zellkulturmedium (90 %) mit hitzeinaktiven fetalem Kalberserum (FCS)
(10 %) ausgesat. FCS dient den Zellen zum optimierten Wachstum durch die
Versorgung mit Proteinen und Spurenelementen, wobei die genaue Rolle des
FCS nicht endgiltig geklart ist."® Als Negativkontrolle wurde eine Wellreihe der
Mikrotiterplatte ohne Zellen (NK) sowie eine Losung aus Zellkulturmedium
(90 %) und Dimethylsulfoxid (DMSO) (10 %) gewahlt. Als Substanzen wurden
entsprechend der unter 2.3. dargestellten Kalkulation Propofol, Propofol/HPRCD
und Na-Propofolat/HPBCD getestet.

Nach dem zweimaligen Waschen mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS)
(pH: 7,2) wurden die angefertigten Losungen aus Substanzen und
Zellkulturmedium sowie die Kontrollsubstanzen zu den jeweiligen Proben in die
Wells der Mikrotiterplatte hinzugegeben und flr 24 Stunden bei 37 °C in den
Inkubator platziert. AnschlieBend wurden 100 yl der vorher zubereiteten,
lichtempfindlichen MTT-Arbeitslosung, die zu 90 ul aus Zellkulturmedium und zu
10 pl aus MTT-Stammlésung (5 mg/ml) angefertigt wurde, zu je einem Well der
Mikrotiterplatte hinzugeben und fur vier Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden
die Uberstande abgesaugt und je 100 uL einer Lésung aus 14,4 ml Isopropanol
und 600 pl Chlorwasserstoffsaure (HCI) (0,1 mol/l) zu je einem Well der
Mikrotiterplatte hinzugefiigt. Nach lichtgeschitztem und kreisférmigem

Schutteln fur zehn Minuten erfolgte die Auswertung mit Hilfe des Magellan
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Tecan Programmes. Der Literatur entsprechend erfolgten die Messungen
photometrisch bei einer Wellenlange von 570 nm, da bei dieser Wellenlange
das  Absorptionsmaximum  fur ~ MTT-Formazan liegt, und einer

Referenzwellenlange von 620 nm."'?

Der MTT-Test wurde in jeweils drei verschiedenen Versuchen und an drei
unterschiedlichen Tagen an CerebEND-Zellen fur die Substanzen HPBCD,
Propofol, Propofol/HPRBCD, Na-Propofolat/HPBCD, einer Positivkontrolle mit
Zellen mit Zellkulturmedium (PK) sowie mit einer Lésung aus Zellkulturmedium
mit FCS, einer Negativkontrolle ohne Zellen (NK) und einer Negativkontrolle mit

einer Losung aus Zellkulturmedium und DMSO durchgefuhrt.
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2.4.2 Laktatdehydrogenase-Assay (LDH-Assay)

Das Prinzip des LDH-Assays basiert auf der Bestimmung der Enzymaktivitat
der Laktatdehydrogenase im Extrazellularraum.™ Das in allen menschlichen
Zellen vorkommende LDH ist ein stabiles, zytoplasmatisches Enzym, das die
Reaktion von L-Lactat und NAD* zu Pyruvat und NADH/H* katalysiert.'® Bei
einer Zellmembranschadigung gelangt LDH zugig in das Zellkulturmedium, wo
es mit Hilfe des aus zwei Schritten bestehenden enzymatischen LDH-Assays
quantifiziert werden kann.'® Die vorgefertigten Reagenzien des LDH-Assays
ermadglichen es, NAD* zu NADH/H"* im ersten Schritt durch LDH zu reduzieren,
wahrend Laktat zu Pyruvat oxidiert wird.'?® Durch das Enzym Diaphorase findet
im zweiten Schritt die Reduktion des schwach gelb gefarbten Tetrazolium-
Salzes INT (2-[4-lodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid) zu
dem charakteristisch rotlichen Formazansalz bei gleichzeitiger Oxidation von
NADH/H* zu NAD* statt (siehe Abbildung 8)."%°

LDH LDH

\ [ /I:DH Lactat \/ NAD‘\/ WST Formazan
LDH

Abb. 8: Darstellung der beiden Reaktionsschritte des LDH-Assays (WST:

wasserlésliches Tetrazoliumsalz)'°

Der Anteil der zerstorten Zellen ist proportional zu der extrazellularen LDH-
Menge. Diese wiederum korreliert mit der Menge des entstandenen roétlichen
Formazansalzes und korrespondiert somit mit einer Zunahme der
Zellschadigung. Die Zytotoxizitat des LDH-Assays resultiert insbesondere aus
der Membrantoxizitat.'® Wie beim MTT-Test wurden die Zellkulturen mit 3 x 10°
Zellen pro Well mit je 100 pl Zellkulturmedium pro Well auf einer 96-
Mikrotiterplatte angesetzt. Wie beim MTT-Test wurden als Positivkontrollen

Zellen mit und ohne Zusatzen (10 % FCS) ausgesat. Auf die PK wurden die
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Messergebnisse referenziert. Als Negativkontrollen wurden eine Lésung aus
Zellkulturmedium (90 %) und DMSO (10 %) sowie eine Wellreihe ohne Zellen
(NK) verwendet. Nach dem zweimaligen Waschen mit Mg?#- und Ca*-haltiger
Phosphat-gepufferter  Salzlésung (PBS-Ca-Mg-Puffer, pH 7,2) wurden
entsprechend Tabelle 3 die angefertigten Testsubstanzen und die
Kontrollproben zu den jeweiligen Proben auf der Mikrotiterplatte hinzugegeben
und fur 24 Stunden bei 37 °C in den Inkubator platziert. Nach dem zweimaligem
Waschen mit Mg®*- und Ca*- haltiger PBS wurden 5 uL des Lyse-Puffers des
Cytotoxicity Detection Kits des LDH-Assays und 100 uL des Mediums zu der
Mikrotiterplatte hinzupipettiert und fir 15 Minuten bei 37 °C in den Inkubator
gestellt. Danach wurde ein Reaktionsmix aus dem Katalysator des Cytotoxicity
Detection Kits des LDH-Assays und der Farbstofflosung des Cytotoxicity
Detection Kits des LDH-Assays im Verhaltnis 1 : 45 erstellt, von dem 100 uL zu
allen Wells der Mikrotiterplatte pipettiert und 10 Minuten unter Lichtabschluss
bei Raumtemperatur gelagert wurde. Zum Abschluss wurden 50 pL der
Stockldsung des Cytotoxicity Detection Kits des LDH-Assays hinzugeflugt und
zum Durchmischen auf den Laborschuttler gestellt. Im Anschluss wurde die
Messung mit Hilfe des Auswertungsprogrammes Magellan Tecan der Literatur
entsprechend bei 492 nm ausgewertet.” Der LDH-Assay wurde unabhangig
voneinander an CerebEND-Zellen fur die Substanzen HPBCD, Propofol,
Propofol/HPBCD, Na-Propofolat/HPBCD, einer Positivkontrolle mit Zellen mit
Zellkulturmedium (PK) sowie mit einer Losung aus Zellkulturmedium mit FCS,
einer Negativkontrolle ohne Zellen (NK) und einer Negativkontrolle mit einer
Lésung aus Zellkulturmedium und DMSO an drei verschiedenen Tagen

wiederholt.
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2.4.3 XTT-Tetrazoliumreduktionstest (EZ4U-Test)

Der EZ4U-Test ist ein weiterer Test zur Messung der Zellproliferation und
Zelltoxizitat und beruht im Wesentlichen auf dem Verfahren des MTT-Tests.'*
Ahnlich dem MTT-Test basiert der EZ4U-Test auf der Reduktion von leicht
gefarbten Tetrazoliumsalzen zu rétlich gefarbten Formazanfarbstoffen mit der
Hilfe von mitochondrialen Dehydrogenasen.'"3* Die Durchflihrung des EZ4U-
Tests erfolgte zusatzlich zu dem MTT-Test aufgrund der in der Literatur
beschriebenen hohen Spezifitit des EZ4U-Tests gegenuber weiteren
Zytotoxizitatstests.' Entsprechend anderer Studien zielt die Erganzung der
Zytotoxizitatstests durch den EZ4U-Test darauf ab, die Evidenz hinsichtlich
einer potentiellen Zytotoxizitat zu erhéhen.'™ Zudem konnte fir den EZ4U-Test
neben der einfachen Anwendung auch eine hohe Stabilitat der eingesetzten
Reagenzien bei unterschiedlichen Lagerbedingungen mit verlasslichen

Resultaten nachgewiesen werden.'’

Wie bei dem MTT-Test besteht eine direkte Korrelation zwischen der Anzahl der
lebenden Zellen und der Menge der rétlichen Formazanderivate, ohne dass die
Proliferation der Zellen aufgrund der fehlenden Toxizitat der Tetrazoliumsalze
beeinflusst wird.”® Im Gegensatz zum MTT-Test mit einem unlGslichen
Formazan als Resultat der Reduktion wird das Tetrazoliumsalz des EZ4U-Tests
in ein losliches Formazan umgewandelt.”®” Auf diese Weise entfallt der
Losungsschritt bei dem EZ4U-Test. Weitere Vorteile des EZ4U-Tests sind die
vergleichsweise einfache Durchfihrung durch weniger zeitaufwendiges
Pipettieren sowie der Wegfall der toxischen Losungsmittel bei vergleichbarer

Sensitivitat der beiden Tests.'®

Wie beim MTT-Test und dem LDH-Assay wurden die Zellkulturen mit 3 x 103
Zellen pro Well mit je 100 pl  Zellkulturmedium pro Well auf einer 96-
Mikrotiterplatte angesetzt. Als Positivkontrollen wurden wie beim MTT-Test
Zellen ausschlieRlich mit Zellkulturmedium (PK) sowie mit einer Mischung aus
Zellkulturmedium (90 %) und hitzeinaktivem fetalem Kalberserum (FCS) (10 %)
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angesetzt. Als Negativkontrollen wurden eine Losung aus Zellkulturmedium
(90 %) und DMSO (10 %) sowie eine Wellreihe ohne Zellen (NK) verwendet.
Nach dem zweimaligen Waschen mit Mg*- und Ca?*-haltiger Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS-Ca-Mg-Puffer, pH 7,2) wurden die vorher nach
den Berechnungen der Tabelle 3 angefertigten Testsubstanzen und die
Kontrollsubstanzen zu den jeweiligen Wells der Mikrotiterplatte hinzugegeben
und far 24 Stunden bei 37 °C in den Inkubator platziert. Nach erneutem
Waschen der einzelnen Wells der Mikrotiterplatte mit PBS wurde eine Losung
aus 200 pL Dimethylether (DME) mit je 20 uL EZ4U-Reagenz zu den einzelnen
Wells der Mikrotiterplatte hinzugefligt und fir mindestens 60 bis maximal 120
Minuten in den Inkubator gestellt. Im Anschluss diente das Magellan Tecan
Programm zur Auswertung der spektrophotometrischen Messung, die der
Literatur entsprechend bei einer Wellenlange von 450 nm mit einer
Referenzwellenlange von 590 nm erfolgte.”™ Die Versuche wurden drei Mal
unabhangig voneinander an drei verschiedenen Tagen an CerebEND-Zellen fur
die Substanzen HPBCD, Propofol, Propofol/HPBCD, Na-Propofolat/HPBCD,
einer Positivkontrolle mit Zellen mit Zellkulturmedium (PK) sowie mit einer
Lésung aus Zellkulturmedium mit FCS, einer Negativkontrolle ohne Zellen (NK)
und einer Negativkontrolle mit einer Losung aus Zellkulturmedium und DMSO
durchgefuhrt.
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2.5 Comet-Assay

2.5.1 Funktionsprinzip des Comet-Assays

Neben Zytotoxizitdt rlicken zunehmend auch weitere Charakteristika der
Medikamente wie Mutagenitdt oder Cancerogenitdt in den Fokus
wissenschaftlicher Untersuchungen.” Im Hinblick auf die Genotoxizitat, die die
Anderungen des genetischen Materiales einer Zelle beschreibt, kann der
Comet-Assay wertvolle Erkenntnisse liefern. Genotoxizitat bezieht sich auf die
Gesamtheit der Schadigung des genetischen Materials. Diese kann akute und
chronische Folgen beinhalten. Basierend auf den Experimenten von Rydberg
und Johanson beschrieben Ostling et al. DNA-Schaden an einzelnen Zellen, die
mit Hilfe von single-cell gel electrophoresis (Einzelzell-Gelelektrophorese)
durchgefiihrt wurden.'® Durch das Einfihren einer alkalischen Variante des
Tests durch Singh et al. wurde es mdglich, neben den Doppelstrangbrichen
auch Einzelstrangbriiche zu detektieren.®* Diese Strangbriiche kodnnen als
Folge von ionisierenden Strahlen oder durch Einwirkung von Radikalen
auftreten.”®® Eine Vielzahl von genotoxischen Substanzen verursacht (ber
basenlabile Stellen der DNA eine indirekte Einwirkung auf das Erbmaterial.*

Ab einem pH-Wert > 13 resultieren Bruchstellen in der DNA.™*

Die Lyse und die Elektrophorese sind im Comet-Assay die zentralen Schritte fur
die Untersuchung der in Agarose eingebetteten Zellen. Als erstes erfolgt durch
die Lyse bei einem pH-Wert zwischen 10-12 die Freilegung der DNA sowie die
Denaturierung durch die alkalische Umgebung. Die Denaturierung bewirkt das
Trennen der Wasserstoffbriickenbindungen.' Es resultiert eine Spaltung der
Doppelstrange in einzelne Strange der DNA. Im Anschluss werden die
fragmentierten Bruchstrange mit Hilfe der Elektrophorese bei einem pH-Wert
von Uber 13 ihrer GréRe entsprechend im Agarosegel separiert.®’

Ausgehend von den Enden der DNA erfolgt die Entwindung der DNA-
Doppelhelix.’** Dabei variiert die Lange des DNA-Schweifs je nach Umfang und

Art der Schadigung des Erbmaterials. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei den
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nicht geschadigten Zellen eine geringere Veranderung des Zellkerns bei der
Auswertung, die mit einem Fluoreszenzmikroskop durchgefihrt wird. Als
entscheidenden Unterschied zur herkdmmlichen DNA-Gelelektrophorese bietet
der Comet-Assay die Mdglichkeit, die sogenannte DNA-Migration der einzelnen
Zelle gezielt mikroskopisch zu evaluieren.™' In Abbildung 9 ist eine Ubersicht

uber das Funktionsprinzip des Comet-Assays dargestellt.'*! "

starke Migration mit
"Kometenschweif

Genotoxische DNA Su‘!;;;nzen
Substanzen ;
genotoxische
g / \ i Wekne
"Geschadigte" "intakte"
DNA bei DNA
DNA-Strangbriiche ]
Zelllyse Zelllyse
(Alkalischer Puffer) (Alkalischer Puffer)
(bei pH > 12) (bei pH > 12)
"intakte"
DMNA-Strangbriiche ! DNA
! !
Elektrophroese: Elektrophroese:

geringe Migration der
DNA; Zellkerne chne

der DNA" Schweifbildung

/ J

Abb. 9: Darstellung des Funktionsprinzips des Comet-Assays fir genotoxische und nicht-

genotoxische Substanzen (Eigene Darstellung)
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2.5.2 Comet-Assay: Humane Leukamie-HL-60-Zellen

Fir den Comet-Assay wurde die Zelllinie humane Leuka&mie-HL-60-Zellen
verwendet. Etabliert wurde diese Zelllinie 1977 aus dem peripheren Blut einer
36-jahrigen Nordamerikanerin mit der Diagnose einer akuten myeloischen
Leukdmie.”® In verschiedenen Arbeiten wurde fir die HL-60-Zellen
beschrieben, dass diese Zelllinie auf der Stufe der Promyelozyten verharrt. 46147
Diese Zelllinie bietet aufgrund der beschriebenen Charakterisierung die
Moglichkeit einer genauen Analyse der Signalwege. Daher werden HL-60-
Zellen vermehrt zur Testung auf Zytotoxizitat verwendet und es konnten bereits
fur Propofol apoptotische Effekte anhand dieser Zelllinie nachgewiesen
werden."" HL-60-Zellen wurden bereits in einigen Fallen zur Durchfiihrung des

Comet-Assays eingesetzt.®

2.5.3 Comet-Assay: Vorversuche mit H,O;

Zum Erlernen der Methodik wurde der Comet-Assay dreimalig mit H,O, als
genotoxischer Substanz in unterschiedlichen Konzentrationen und mit bereits
bekannten Resultaten durchgefihrt, um eine Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu gewahrleisten. H,O, neigt zur Bildung von Radikalen, die DNA-
Strangbriiche bedingen, und soll als PK in den unter 2.5.3 dargestellten
Versuchen der Testsubstanzen verwendet werden.'? Entsprechend Versuchen
anderer Autoren wurde Methylmethansulfonat (MMS) (99 %) wurde als PK
verwendet."® Als NK wurde H,O appliziert. Die Objekttrager wurden verblindet
mikroskopisch untersucht.

Es wurde eine Verdunnung von 1:10 der 30-prozentigen H,O,-Losung mit
destilliertem Wasser vorgenommen und die folgenden Mengen der verdiunnten
Lésung zu den Proben gegeben (siehe Tabelle 4). Die Versuche wurden drei

Mal unabhangig voneinander durchgefihrt.
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Tab. 4: Ubersicht iiber die Mengenangaben der Vorversuche des

Comet-Assays
Substanz Hinzugefugtes | Hinzugefligte |Gesamtvolumen | Endkonzentration
Volumen [pl] molare pro Well [pl] [umol/pl]
Konzentration
[umol]
1.Negativ- 30 ul 1,66 umol 230 pl 0,01 ymol/ul
kontrolle: H,O
2.Positiv- 16,7 ul 150 ymol 216,7 ul 0,69 pmol/ul
kontrolle:MMS
3. H0, 14,2 pl 12,5 ymol 214,2 pl 0,06 pmol/pl
4. H,0O, 28,3 pl 25 pmol 228,3 pl 0,11 umol/pl
5. H0, 56,7 pl 50 pmol 256,7 pl 0,19 pmol/ul
6. H.O; 113,4 pl 100 pmol 313,4 ul 0,32 pmol/ul

2.5.4 Comet-Assay: Versuche mit den Testsubstanzen

Zur Vorbereitung wurden die HL-60-Zellen mit Hilfe einer Zellkammer mit einem
Mikroskop analysiert und ausgezahlt. Es wurden 3,5 x 10%/ul Zellen auf eine 6-
Mikrotiterplatte ausgesat. Die Mikrotiterplatte wurde fur 30 Minuten in den
Inkubator platziert. Entsprechend der zuvor durchgefuhrten Kalkulationen aus
Tabelle 3 wurden die zu testenden Substanzen zu den Proben auf der
Mikrotiterplatte gegeben. Als NK wurde entsprechend den Vorversuchen 30 ul
H,O und als PK 50 pymol H,O., gewahlt. Diese Dosierung der PK wurde auf
Basis der Vorversuche verwendet, da bei dieser Konzentration die Anderungen
des DNA-Schweifes in einem gut auswertbaren Bereich liegen. Vorbereitend fur
die Elektrophorese wurden die 6 Reaktionsgefalte mit je 180 uL der 0,5 % Low
Melting Point-Agaroseldosung (LMP-Agaroseldsung) befullt. Zuvor wurde die
0,5 % LMP-Agaroseldsung in einem Wasserbad bei 37 °C temperiert. Nach der
30-minutigen Inkubation wurden von den HL-60-Zellen, die in Reagenzglasern
bei 4 °C gelagert wurden, 20 pL zu den Reaktionsgefalten hinzupipettiert. Mit
wiederum 45 pL der Zell-Agarosemischung wurden die zwei mit 1,5 % High
(HMP-Agarose)

bestrichen, um direkt anschliel3end mit Deckglasern bedeckt zu werden. Hierbei

Melting Point-Agaroseldsung beschichteten Objekttrager
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wurde die Bildung von Luftblasen vermieden. Die so praparierten Deckglaser
konnten, nachdem die Deckglaser nach finf Minuten entfernt wurden, in der
vorgekuhlten Kuvette mit der vorher angefertigten Lyse-Losung fur mindestens
eine Stunde und maximal 24 Stunden bei 4 °C inkubiert werden. In der unter
Lichtabschluss in einer Stryoporbox mit Eis gekuhlten Elektrophoresekammer
wurden die mit destillietem Wasser abgespllten Objekttrager vorsichtig
horizontal platziert und vollstandig mit dem vorgekuhlten Elektrophoresepuffer
bedeckt und fir 20 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde die Elektrophorese
bei einem konstanten alkalischen pH-Wert (>13), einer Spannung von 25 V
sowie einer Anfangsstromstarke von 300 mA gestartet. Mit Hilfe der
Elektrophorese erfolgte die Aufteilung der DNA-Strangbruche, wobei die negativ
geladenen DNA-Bruchsticke zur Anode wandern. Den DNA-Brichen
entsprechend bilden sich hinter den Zellen aus den Bruchsticken
unterschiedlich grof3e und helle ,Schweife”, deren Lange bei der Auswertung

mit Hilfe der Auswertungssoftware bestimmt wurde (siehe unten).'*

In den Versuchen wurde die Elektrophoresekammer mit neun Proben und 18
Objekttragern jeweils komplett ausgefillt. Zur Vermeidung weiterer Briiche der
DNA erfolgten die genannten Arbeitsschritte unter moglichst lichtarmen
Bedingungen. Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Objekttrager mit
Neutralisationspuffer (0,4 M Trisaminomethan (Tris) bei einem pH 7,5) dreimal
neutralisiert, um das Zurtckwinden der DNA zu beschleunigen. Zwischen den
Neutralisationsvorgangen wurden die Objekttrager bei 4 °C in den Kiuhlschrank
platziert. AnschlieBend wurde Uberschussiger Neutralisationspuffer vorsichtig
von den Objekttragern entfernt. Danach wurden die Objekttrager mit bei -20 °C
vorgekuhltem Methanol fixiert und Uber 24 Stunden bei Raumtemperatur
getrocknet. Durch das Fixiern wird sichergestellt, dass die Verteilung der DNA-
Bruchstriche nicht verandert wird und somit fur mehrere Tage mikroskopisch
untersucht werden kann. Nach dem Auftragen einer Loésung auf die
Objekttrager (20 ml), die sich im Verhaltnis 1:3 aus der Fluoreszenzfarbstoff Gel
Red und DABCO zusammensetzt, konnte die Auswertung vorgenommen

werden. Pro Testsubstanz wurden 100 nach dem Zufallsprinzip ausgewahite
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Zellen (jeweils 50 Zellen pro zwei Objekttragern) ausgewertet. Die Auswertung
wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes (Labophot 2; Nikon GmbH,
Dusseldorf, Deutschland) bei 200-facher VergroRerung vorgenommen. Die
Ergebnisse werden in Durchschnitt £+ Standardabweichung angegeben. Als
entscheidender Parameter fur die Strangbriiche der DNA dient das Schweif-
Moment (Tail moment). Das Schweif-Moment wird mit Hilfe der
Auswertungssoftware Komet 5 (BFi OPTILAS, Grobenzell, Deutschland) uber
die Formel 5 berechnet. Die einzelnen Parameter der Formel 5 sind in
Abbildung 10 erlautert. Insgesamt wurde der Comet-Assay fur die

Testsubstanzen drei Mal unabhangig voneinander durchgeflhrt.

Formel 5'*': Schweif-Moment [um] = Schweiflange [um] * (Schweif-DNA/100)

Lange Zellkern + Schweif

DNA-Schweif (%)

Schweiflange (um)

Abb.10: Mikroskopische Auswertung eines Kometenschweifes entsprechend Formel 5;
(Fluoreszenzmikroskop Labophot 2; Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland,
Auswertungssoftware Komet 5; BFi OPTILAS, Groébenzell, Deutschland)'*
(Eigene Darstellung)

2.6 Statistische Angaben zu den Zytotoxizitatstests und dem Comet-Assay
Mittels der Einstrichproben-t-Tests wurde mit zweiseitiger Hypothese getestet,
ob das arithmetische Mittel signifikant von der Positivkontrollen (1.0) der
Zytotoxizitatstests und des Comet-Assay verschieden ist. Die Verteilung wurde
graphisch verifiziert. Das Signifikanzniveau wurde auf Alpha=0,05 festgesetzt.

Wenn angebracht, wurden p-Werte mittels Bonferroni-Methode adjustiert.
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3. Ergebnisse
3.1 'TH-NMR-Spektroskopie
Zur  Analyse der Komplexbildung von Propofol/HPRCD und

Na-Propofolat/HPBCD wurden 'H-NMR-Spektren fur die Substanzen Propofol,
B-CD, HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD gemessen.

3.1.1 Propofol
Die Abbildung 11 zeigt die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums fiir Propofol

sowie die Zuordnung der Signale entsprechend der chemischen

Verschiebungen.
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Abb. 11: Struktur und "H-NMR-Spektrum fiir Propofol (DMSO-d6; 300 MHz; 298 K) (Eigene
Darstellung)

Die Integralwerte wurden auf das Proton an Position 1 referenziert, welches auf
den Wert 1 festgelegt wurde. Da DMSO-ds sehr gut mischbar mit Wasser ist,
neigt es dazu, Wasser aus der Luft zu binden. Dadurch entsteht ein
charakteristischer Wasserpeak bei 3,29 ppm im 'H-NMR-Spektrum.'*®'5!  Bei
2,5 ppm liegt das Referenzsignal des deuterierten DMSO-ds."°

Die Integralflachen unter den Signalen der Wasserstoffatome stimmen mit der
bekannten Molekulstruktur Gberein, die in der Strukturformel nach ihrer Postion
mit 1-5 markiert sind. So treten sowohl Position 1 (-OH) als auch Position 3 (-
CH) im Verhaltnis 1 : 2 zu den Positionen 2 (-CH) und 4 (-CH) auf. Aufgrund der
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angrenzenden Uberlagerung mit dem Wasserpeak bei 3,29 ppm ist Position 4
allerdings schwer abgrenzbar darstellbar. Die Integralflache der Position 5
korrespondiert mit der Molekulstruktur, da die CH;-Gruppe entsprechend der
Molekulstruktur vierfach reprasentiert ist. Die Hydroxylgruppe hat mit 7,96 ppm
eine vergleichsweise hohe Resonanzfrequenz aufgrund der starken
Elektronegativitat des Sauerstoffes und des Einflusses des aromatischen Rings.

Dies flihrt zu einer geringeren Abschirmung der Atomkerne.
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3.1.2 B-Cyclodextrin

Die Abbildung 12 zeigt die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums fir B-
Cyclodextrin (B-CD) sowie die Zuordnung der Signale entsprechend der
chemischen Verschiebungen. Analog zu Abbildung 12 finden sich bei 2,5 ppm
das DMSO-ds Signal und bei 3,3 ppm das Wassersignal.
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Abb. 12: Struktur und 'H-NMR-Spektrum fiir B-Cyclodextrin (3-CD) (DMSO-d6; 300 MHz;
298 K) (Eigene Darstellung)

Das 'H-NMR-Spektrum wurde auf das Proton an Position 1 referenziert, dessen
Integralwert auf den Wert 7 festgelegt wurde, um den sieben Glucoseeinheiten
des B-CD zu entsprechen. Die Protonen der Positionen 2, 3, 5 und 6 tauchen
alle bei einer chemischen Verschiebung von 3,61 ppm auf und entsprechen der
funffachen Integralflache der Position 1. Dies korreliert mit der Molekulstruktur,
da an der Position 6 zwei Protonen und an den Positionen 2, 3 und 5 jeweils ein
Proton lokalisiert sind. Das Signal der Position 4 ist wegen der Uberlagerung

durch das H,O-Signal nur schwer zu integrieren. Dass im Vergleich zu Position
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4 fur die Positionen 2, 3, 5 und 6 hohere chemische Verschiebung gemessen
wurden, folgt aus der Molekulstruktur. Aufgrund ihrer raumlichen Nahe zu den
OH-Gruppen ist eine hohere chemische Verschiebung als fur die Position 4 zu
erwarten. Die Position 4 zeigt dem Spektrum entsprechend einen niedrigeren
Wert in der chemischen Verschiebung. Das Ergebnis steht in Ubereinstimmung

mit der Literatur.'®?
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3.1.3 HPBCD

Die Abbildung 13 zeigt die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums fiir HPRBCD
sowie die Zuordnung der Signale entsprechend der chemischen

Verschiebungen.

5,72
468
—4.,44
3.63
3.38
1.03

H-7
H-2 H-4 250
H-3 )
H5 | ' ™
H-6 4 +150
OH-2 H-1 H-7* "
OH-3 OH7  HI™ -

FLfl, AF2 |

A E ~ i
a RN R R N -

S6 54 52 S50 48 45 44 42 40 18 36 14 312 10 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 Q6
11 (ppn)

62 60 5

=

Abb. 13: Struktur und '"H-NMR-Spektrum fiir Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HPBCD) (DMSO-
d6; 300 MHz; 298 K) (Eigene Darstellung)

Dieses 'H-NMR-Spektrum wurde analog zum Spektrum des B-CD in
Abbildung 12 auf H-1 referenziert, dessen Integralwert auf den Wert 7
festgelegt wurde, um den sieben Glucoseeinheiten des B-CD zu entsprechen.
In beiden Strukturen (B-CD und HPBCD) liegt H-1 bei der gleichen chemischen
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Verschiebung. Die Modifikation des B-CD mit der Hydroxypropyl-Gruppe (-
OCH,CHOHCHj3) ist in der Abbildung 13 als R gekennzeichnet. Die Gruppe
entspricht dem Signal an Position 7. Dementsprechend zeigen sich im
Unterschied zum B-Cyclodextrin einige veranderte Signale. Im Unterschied zur
Abbildung 12 des B-Cyclodextrins ergeben sich das mit H-7 gekennzeichnete
Resonanzsignal bei 1,03 ppm, das mit OH-7 gekennzeichnete Signal bei
4,83 ppm und die Signale des H-7* und des H-7** bei 3,63 ppm. Diese Signale
korrespondieren mit der gezeigten Struktur bezlglich der Hydroxypropyl-
Gruppe. Durch die Hydroxylgruppe resultiert ein hohes Signal fir OH-7, das in
einem Verhaltnis von 1:1 zu dem H-1 steht und nahelegt, dass OH-7 in der
gleichen Haufigkeit wie H-1 in dem Komplex vorhanden ist. Fur das Signal H-7
ergibt sich ein Verhaltnis von 3:1 zu dem H-1 und Korreliert somit mit der
Strukturformel und den drei Protonen an dieser Position. Die Signale des H-7*
und des H-7** sind durch weitere Signale Uberlagert. Der Gesamtbetrag der
Signale bei 3,63 ppm steht in einem Verhaltnis von 8:1 zu dem Signal von H-1.
Dies korreliert mit der Strukturformel: An den insgesamt sechs Positionen H-6
und H-7** sind jeweils zwei Protonen und an den Positionen H-2, H-3, H-5 und
H-6 jeweils ein Proton lokalisiert. Die Hydroxypropyl-Gruppe liegt somit in
einem Verhaltnis von 1:1 zu dem H-1 vor. Im Einklang mit den Ergebnissen von
B-Cyclodextrin ergibt sich fur die Signale von OH-2 und OH-3 ein Verhaltnis von
2:1 zu dem Signal des H-1. Somit ergibt sich eine Substitution von einem der
insgesamt drei moglichen Hydroxylgruppen mit einer Hydroxypropyl-Gruppe.
Fiar die Signale F-1/F-2 konnte keine Zuordnung gefunden werden. Aufgrund
der Breite der Resonanzen ist es moglich, dass die Signale F-1/F-2 durch
intramolekulare ~ Wechselwirkungen  Uber  Wasserstoffbrickenbindungen
zustande kommen. Diese beiden Signale finden sich auch in den Spektren von
Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD (Abbildung 15/16).

Zur Uberpriifung der Interpretation des gemessenen 'H-NMR-Spektrums sowie
zur Zuordnung der Resonanzsignale wurde die Software NMR Predict
verwendet.” Mit Hilfe dieser Software kann zunachst eine Molekdlstruktur

gezeichnet werden. Anschlielend wird auf Grundlage dieser Molekilstruktur ein
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"H-NMR-Spektrum berechnet. Fir HPBCD wurde das 'H-NMR-Spektrum fiir
jeweils mit bis zu drei Isopropylgruppen substituierten Glukoseeinheiten (in der
Strukturformel mit R bezeichnet) bei einer Messfrequenz von 300 MHz
berechnet. Die besten Ubereinstimmungen zeigten sich bei einer Substitution
von einer Isopropylgruppe. Die OH-Gruppen sind in den
Simulationsrechnungen nicht berilcksichtigt. Das Simulationsspektrum ist in
Abbildung 14 und die in der Abbildung markierten Positionen sind entsprechend
den Protonen aus Abbildung 13 mit ihrer Multiplizitat in Tabelle 5 dargestelit.

Es zeigt sich eine Ubereinstimmung mit dem "H-NMR-Spektrum (Abbildung 13)
fur die Positionen H-3, H-5, H-6, H-7* und H-7** bei einer chemischen
Verschiebungen zwischen 3,5 — 3,8 ppm. Im Vergleich dazu zeigt sich bei dem
gemessenen Wert von H-4 in Abbildung 13 mit 3,38 ppm ein leicht niedrigerer
Wert in der chemischen Verschiebung als der errechnete Wert bei 3,28 ppm.
Die Reihenfolge der in der Tabelle 5 dargestellten Protonen des HPBCD

entspricht der Literatur.’*

1 2| 4 |7|2

2 0

l “.il A
|
4

S (ppm)
Abb. 14: Simulationsspektrum mit "H-NMR Predict fiir HPBCD (300 MHz), mit der Substitution
von einer Isopropylgruppen (Eigene Darstellung)
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Tab. 5: Berechnetes 'H-NMR-Spektrum fiir HPBCD, 'H-NMR Predict (300 MHz)

Delta (d) (ppm) Multiplizitat

Position 1 H-1 4,34 Singulett (d)
Position 2 H-3 3,8 Dublett (dd)
Position 4 H-5 3,7 Quintett (quin)
Position 4 H-6 3,61 Quartett (q)
Position 4 H-7* 3,52 Dublett (dd)
Position 7 H-2 3,34 Triplett (t)
Position 2 H-4 3,28 Dublett (dd)
Position 3 H-7 1,16 Singulett (d)
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3.1.4 Propofol/HPBCD

Die Abbildung 15 zeigt die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums fir
Propofol/HPBCD sowie die Zuordnung der Signale entsprechend der
chemischen Verschiebungen und ist auf das Signal des 'H-1 des HPBCD

referenziert.
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Abb. 15: Struktur und '"H-NMR-Spektrum fiir Propofol/HPBCD (DMSO-d6; 300 MHz; 298 K)
(rote Beschriftung: HPBCD, blaue Beschriftung: Propofol) (Eigene Darstellung)

Die rote Beschriftung steht fur die durch HPBCD hervorgerufenen
Resonanzsignale, wahrend die blauen Markierungen die Signale des Propofols

kennzeichnen. Die Signale des Propofols korrespondieren mit denen aus
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Abbildung 11, wobei die Position 4 des Propofols aufgrund der Uberlagerung
durch die Position 4 des HPBCD und dem Wasserpeak bei ca. 3,3 ppm nicht
abgrenzbar ist.

Das Verhaltnis zwischen den einzelnen 'H-Kernen des Propofols entspricht
dem aus Abbildung 11 und stimmt somit mit der Molekulstruktur Uberein. Die
Signale des HPBCD stehen im Einklang mit denen aus Abbildung 13 und
stehen im je gleichen Verhaltnis zueinander, wie die Signale in Abbildung 13.
Durch die Kombination aus charakteristischen Propofol- und HPBCD-Peaks in
diesem Spektrum zeigt sich das Vorhandensein der beiden Strukturen in der
untersuchten Substanz. Eine fir die Cyclodextrinderviate spezifische
Veranderung am H-3 und H-5 im Vergleich mit den Spektren des HPBCD ist
aufgrund der Uberlagerung mit den weiteren Signalen nicht feststellbar. Somit
lasst sich eine Komplexbildung nicht eindeutig nachweisen. Im Gegensatz zu
der Messung des Na-Propofolat/HPBCD (Abbildung 16) liegt in diesem
Spektrum klar erkennbar ein Resonanzsignal der OH-Gruppe des Propofols vor.
In Ubereinstimmung mit der Abbildung des Propofols befindet sich dieses
Signal bei 7,96 ppm und stimmt in seinem Integralwert mit der Position 3 des

Propofol-Signals tberein.
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3.1.5 Na-Propofolat/HPBCD

Die Abbildung 16 zeigt die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums fir Na-
Propofolat/HPBCD sowie die Zuordnung der Signale entsprechend der

chemischen Verschiebungen.
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Abb. 16: Struktur und 'H-NMR-Spektrum fiir Na-Propofolat-HPBCD. (DMSO-d6; 300 MHz;
298 K) (rote Beschriffung: HPBCD, blaue Beschriftung: Propofol) (Eigene Darstellung)

Dieses Spektrum wurde analog zum Spektrum des HPBCD auf das Signal des
'H-1-Protons referenziert. Die rote Beschriftung steht fir die durch HPBCD
hervorgerufenen Resonanzsignale, wahrend die blauen Markierungen die

Signale des Na-Propofolats reprasentieren.
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Es zeigt sich das entsprechende Verhaltnis der Integralwerte zwischen HPRCD
und Na-Propofolat im Einklang mit dem 'H-NMR-Spektrum des
Propofol/HPBCD (Abbildung 15). In Ubereinstimmung mit dem 'H-NMR-
Spektrum des Propofol/HPBCD (Abbildung 15) lasst sich auch in diesem
Spektrum keine fur die Cyclodextrinderviate spezifische Veranderung am H-3
und H-5 aufgrund der Uberlagerung mit den weiteren Signalen nachweisen. Als
Unterschied zu der Abbildung 15 ergibt sich, dass in diesem Spektrum das
Signal der Hydroxylgruppe des Propofols fehlt. Dies legt nahe, dass in diesem

Komplex Propofolat als deprotonierte Form des Propofols vorliegt.

3.1.6 Ubersicht iiber die gemessenen 'H-NMR-Spektren

Die Abbildung 17 zeigt eine Ubersicht tber die gemessenen Spektren. Zur
besseren Darstellung sind Ausschnitte der einzelnen Bereiche der Spektren

vergroflert dargestellt.
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Abb. 17: Ubersicht der "H-NMR-Spektren der gesamten, untersuchten Substanzen (DMSO-d6;
300 MHz;298 K)(rot: Propofol, hellgriin: 8-CD, dunkelgriin: HPBCD,
blau: Na-Propofolat/HPBCD, lila: Propofol/HPBCD) (Eigene Darstellung)
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In der Vergrolierung der Bereiche zwischen 8,1 ppm und 6,5 ppm zeigen sich
vor allem Signale des Propofols, die den Komplexen Propofol/HPBCD und Na-
Propofolat/HPBCD entsprechen. Insbesondere ist die Hydroxylgruppe des
Propofols in dem 'H-NMR-Spektrum des Propofol/HPBCD evident. Diese fehlt
in dem "H-NMR-Spektrum des Na-Propofolat/HPRCD.

In dem Ausschnitt zwischen 6,5 ppm und 3,5 ppm zeigt sich im Speziellen die
Ubereinstimmung zwischen den Spektren des HPBCD und den beiden
Spektren von Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD. Eindeutig lasst sich
hier der Unterschied zwischen dem Spektrum des HPBCD und des reinen 3-CD
erkennen.

Im Bereich zwischen 3,5 ppm und 0,5 ppm liegt das H,O-Signal bei 3,3 ppm in
allen gemessenen Spektren vor. Bei dem Signal zwischen 0,9 ppm und
1,1 ppm zeigt sich sowohl das Propofol-Signal der vierfach reprasentierten
Methylgruppe (Abbildung 11) als auch das Signal des H-7-Protons des HPRCD
bei 1,03 ppm (Abbildung 13) in den Spektren von Propofol/HPBCD und Na-
Propofolat/HPBCD.
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3.2 Molekulare Modellierungen der Substanzen

3.2.1 Molekulares Docking mit AutoDock v.4.2.5.1

Fur Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD wurden mit Hilfe der Software
PyMol v.1.2, GTKDynamo v.1.8.1 und AutoDock v.4.2.5.1 Modellierungen zur
weiteren Strukturanalyse der Substanzen durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 18 dargestellt. Mittels der Software wurde eine Abschatzung der
Enthalpiewert (AGyina) vorgenommen. Die molekularen Modellierungen wurden

mit freundlicher Unterstlitzung von Herrn Dr. Shityakov durchgefihrt.

Propofol/HPBCD Na-Propofolat/HPPCD
AGyjna= -49,54 kJ/mol AGyna= -34,94 kJ/imol

Abb. 18: Molekulare Modellierungen fiir Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD mittels
AutoDock v.4.2.5.1, Enthalpiewert (AGping) in kJ/mol (Eigene Darstellung)

Deutlich erkennt man die Einbindung des Propofols im Inneren der Kavitat des
Cyclodextrinrings. Die Bindung des Propofols erfolgt nicht Uber den
aromatischen Ring sondern Uber die peripheren Wasserstoffatome und die
Wasserstoffbriickenbindungen. Unter den Komplexen ist der jeweilige, mit der
Software ermittelte Enthalpiewert angegeben. Die gefundenen Werte der
Bindungsenthapie entsprechen in ihrer GroRenordnung den schwachen
Wasserstoffbriickenbindungen gemag der Einteilung nach Jeffrey, wie man sie

bspw. bei Proteinen findet."*®
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Das Propofol ist von dem aus sieben Glukoseeinheiten bestehenden HPRCD
umgeben. Im Unterschied zu dem mit A gekennzeichneten Komplex
Propofol/HPBCD ist in dem mit B gekennzeichneten Komplex noch das Natrium
abgebildet. Die weitere Struktur der beiden Komplexe zeigt eine weitgehende
Ubereinstimmung.

Fir den Komplex A ergibt sich mit -49,54 kdJ/mol ein niedrigerer Enthalpiewert
als fur Komplex B mit -34,94 kJ/mol. So lasst sich fur den Komplex A des
Propofol/HPBCD eine insgesamt erhdhte Stabilitat im Vergleich zu dem Na-
Propofolat/HPBCD vorhersagen. Geht man von gleichen Konzentrationen von
Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD aus, ist zu erwarten, dass im Fall
des Na-Propofolats die Konzentration an freiem Propofol hoher ist, da aufgrund
der schwacheren Bindung des Propofols das chemische Gleichgewicht in
Richtung der dissoziierten Molekule verschoben wird. Ist das Ziel eine langer
wirkende Dosierung bei einer mehr oder weniger gleichen Menge an Propofol
zu erreichen, empfiehlt sich der Einsatz des Propofol/HPBCD, da hier die
Bindung des Propofols an den Komplex fester ist. Somit wirde Propofol

langsamer freigesetzt und kann Uber einen langeren Zeitraum wirken.
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3.2.2 Molekulardynamik-Simulationen

Die Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse der Molekulardynamik-Simulationen.
Analoge Simulationen wurden bereits friher an Propofol und weiteren
Cyclodextrinderivaten  durchgefiihrt.’”" Die Molekulardynamik-Simulationen

wurden mit freundlicher Unterstitzung von Herrn Dr. Shityakov durchgefuhrt.

Propofol/HPBCD Na-Propofolat/HPBCD

—-— |
0 50

Abb.19: Molekularedynamik-Simulationen fiir Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD,
50 ns lange Simulation, Proteinstrukturen: blau, Liganden: entweder einfarbig oder
nach Atomsorten koloriert. (Sauerstoffatome: rot, Kohlenstoffatome: cyan,
Wasserstoffbriickenbindungen fehlen) (Radius der Probe 0,4 A, Elektronendichte 0,7,
GittergréBe 0,5) (Eigene Darstellung)

Die Proteinstrukturen sind blau dargestellt und die Liganden werden entweder
einfarbig oder nach Atomsorten koloriert gezeigt. Sauerstoffatome werden rot,
Kohlenstoffatome cyan gekennzeichnet. Zur besseren Ubersicht wurden die
Wasserstoffbrickenbindungen nicht abgebildet.

Im Resultat zeigen sich die gleichen Ergebnisse wie bei den statischen
Berechnungen. Anhand der Simulationen erkennt man, dass der Benzolring
oberhalb der Ebene des Cyclodextrinrings angeordnet ist. Auch dies
korrespondiert mit den statischen Simulationen, da auch bei diesen die Bindung
des Propofols Uber Wasserstoffbriickenbindungen an den Substituenten des

Benzolrings erfolgt.
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3.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Zur weiteren Analyse der Komplexbildung wurde die DSC zur Bestimmung
thermodynamischer Parameter von Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPRCD
durchgefuhrt.

In der Abbildung 20 ist exemplarisch die DSC-Messung fir einen vollstandigen
Lauf fur Na-Propofolat/HPBCD dargestellt. Der erste Heizzyklus ist grin, das
anschlieende Abkuhlen rot und das zweite Erhitzen ist lila dargestellt. Der
Peak beim ersten Erhitzen zwischen 30 °C und 125 °C resultiert aus der
Abgabe von Wasser aus der Cavitat des Cyclodextrins und ist charakteristisch
fur die DSC-Messungen fiir HPBCD."™" Bei dem zweiten Erhitzen zeigt sich
bei 227 °C eine Stufenbildung als Phasenlibergang zweiter Ordnung.'®® Dieser

Phasentbergang zweiter Ordnung entspricht einem Glaslibergang.

DSC /(mW/mg)
o DSC-Messung: Na-Propofolat/HPRBCD
143
0.6
e i
0.4 ona:;':)ergmﬁém.a s 2
Midpkt.. 273'C
Wendepunkt: 228 4 °C
0.21 Ende: 2343°C
T 2237°C
Delta-Cp*: 0.184 Ji{g*K)
0.0
02
0.4
0 50 100 150 200 250

Temperatur /°C

Abb. 20.: Originalausdruck der DSC-Messung fiir Na-Propofolat/HPBCD; DSC 204 F1 Phoenix,
Volumenfluss: 20 mL/min N, Aufheizrate: 10 °C/min ( 0°C bis 280 °C) (erstes Erhitzen
griin, Abkiihlen rot, zweites Erhitzen lila) (x-Achse: Temperatur [°C], y-Achse:

spezifische Wéarmestrom (heat flow) [W/q]) (Eigene Darstellung)
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In der Abbildung 21a ist das erste Erhitzen und in der Abbildung 21b das zweite
Erhitzen flr den Temperaturbereich von 150 °C - 280 °C von HPBCD, Propofol/
HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD vergroRRert dargestellt.

A) 1. Messung B) 2. Messung

0.60{7T4[°C] ACp [J/g*K)]/-»
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0561241 016 /~/
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heat flow [W/g]
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Abb.21: DSC-Messungen fiir HPBCD (schwarz), Propofol/HPBCD (rot), Na-Propofolat/HPBCD
(blau), ; DSC 204 F1 Phoenix, Volumenfluss: 20 mL/min N,. Aufheizrate: 10 °C/min
(0°C bis 280 °C); erste Erhitzung (21a) und zweite Erhitzung (21b)
(x-Achse: Temperatur [°C],y-Achse: spezifische Wérmestrom (heat flow) [W/g]) (Eigene
Darstellung)

Bei dem ersten Erhitzen zeigen sich in Abbildung 21a fur die Substanzen
ahnliche, leicht versetzte Peaks zwischen 30 °C und 125 °C bzw. 150 °C. Die
unterschiedliche Hohe der Peaks wird durch die unterschiedliche Hohe der
Einwaage bedingt. Bei gleicher molarer Masse an Wasser und Cyclodextrin
ware von einer gleichen Hohe aller Peaks in diesem Temperaturbereich
auszugehen. Wie oben beschrieben wird in diesem Bereich Wasser aus der

Struktur abgegeben.

Die Abbildung 21b zeigt das zweite Erhitzen der Substanzen fur den Bereich
von 150 °C — 280 °C mit T, als der jeweiligen Temperatur des Glaslibergangs.
Wie in der Abbildung 21b dargestellt, ergibt sich mit 241 °C ein héherer Wert flr
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HPBCD als fir Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD, bei denen die T, -
Werte mit 229 °C und 227 °C nahe beinander liegen.

Abbildung 22 zeigt eine Ubersicht (iber den Temperaturbereich von 0 °C —
280 °C fur das zweite Erhitzen einer weiteren Messung fur HPBCD,
Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD.

Wirmestrom (W/g)

1,15000

1,05000

_____

LLLLLL

LLLLLL

0,55000

_____

LLLLLLL

DSC-Messung

—D{mW) Propofol/HP-beta-CD D(mW) HP-beta-CD —D{mW) Na-Propofolat/HP-beta-CD

a0 100 150 200 250

Temperatur (°)

Abb. 22: DSC-Messungen fiir HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD fiir das
zweite Erhitzen;, DSC 204 F1 Phoenix, Volumenfiluss: 20 mL/min N, . Aufheizrate:
10 °C/min ( 0°C bis 280 °C) (x-Achse: Temperatur [°C], y-Achse: spezifische
Wérmestrom (heat flow) [W/g]) (Eigene Darstellung)

Man erkennt in dem Temperaturbereich zwischen 270 °C und 280 °C fur alle
drei Substanzen einen gleichen Peak. Auch hier ist die unterschiedliche
Peakhohe bedingt durch die unterschiedlichen Einwaagen. Der Peak liegt
deutlich hdher als der Siedepunkt des Propofols, der in der Literatur bei 256 °C
angegeben ist.®®> Es zeigt sich kein Unterschied in diesem Temperaturbereich

zwischen den Messungen fir HPBCD und den Propofol enthaltenden
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Substanzen. Da sich somit kein Hinweis flir ein Verdampfen des Propofols
ergibt, ist anzunehmen, dass Propofol weiterhin an die Cyclodextrinderivate
gebunden ist. Somit ist von einer Komplexbindung bei Propofol/HPRCD und Na-
Propofolat/HPBCD auszugehen.

Zum einen zeigt sich eine Reduktion der Glaslbergangstemperatur fur die
Substanzen mit Propofol gegenuber HPBCD, wie aus der Abbildung 21 b
ersichtlich wird. Zum anderen legt die DSC-Messung nahe, das Propofol auch
bei hdheren Temperaturen, die Uber dem Siedepunkt von 256 ° liegen, weiterhin
in den Komplexen Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPRBCD gebunden ist,
da sich kein Peak als Hinweis fur das Verdampfen des Propofols bei
Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPRCD zeigt.
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3.4 Zytotoxizitatstests

3.4.1 Auswertung des MTT-Tests

Die in dieser Arbeit untersuchten Substanzen wurden mit Hilfe des MTT-Tests

auf ihre Zytotoxizitdt an CerebEND-Zellen getestet. Die Messung der MTT-

Reduktion erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 540 nm mit einer

Referenzwellenlange von 620 nm nach 24-stindiger

Exposition. Die

Abbildung 23 zeigt die Auswertung des dreimalig durchgefihrten MTT-Tests im

Boxplotformat. Die gesamten Daten des MTT-Tests finden sich im Anhang 1.
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Abb. 23: Darstellung der Resultate des MTT-Tests im Boxplotformat nach 24-stiindiger

Exposition bei 37 °C; photometrische Messung bei 540nm/Referenzwellenldnge
620nm; alle Messwerte sind dargestellt, leicht gejittered in x-Richtung zur
Visualisierung, CerebEND-Zellen, n = 3, Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle,
Substanzen: PK, PK + FCS*, NK*, 10-%-DMSO-Lésung*, Propofol*, HPBCD, Propofol/
HPBCD*, Na-Propofolat/HPBCD™ (statistisch signifikant mit * gekennzeichnet)

(Eigene Darstellung)
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Aus Abbildung 23 ist zu erkennen, dass fur den MTT-Test eine niedrige
Streuung vorliegt. Bedingt durch die niedrige Streuung kann von einem
reprasentativen Ergebnis der Messungen ausgegangen werden. Die
Auswertung wird entsprechend der Auswertungen anderer Autoren des MTT-
Tests in Prozent im Verhaltnis zum Mittelwert der PK angegeben.’®*'® Die
entsprechenden statistischen Angaben sind in Klammern hinter den
Ergebnissen in Prozent dargestellt.

Eine Zunahme der toxischen Wirkung resultiert in einer Abnahme der MTT-
Reduktion.”™ Die Ergebnisse zeigen einen Anstieg der MTT-Reduktion auf
128,2 % (pag< 0,001) durch die Hinzugabe des FCS im Vergleich zu der
Kontrolle mit Zellkulturmedium (PK). Im Vergleich dazu zeigt sich im Vergleich
zur PK eine deutliche Verringerung der MTT-Reduktion bei den mit der
zehnprozentigen DMSO-L6sung inkubierten Zellen auf 16,4 % (pag< 0,001) und
bei der NK auf 1,9 % (pag< 0,001).Bei der Auswertung der Testsubstanzen
zeigen sich fur Propofol mikroskopisch kaum vitale Zellen. Mit einer deutlichen
Verringerung der MTT-Reduktion auf 3,5 % (pag< 0,001) im Vergleich zur PK
ergibt sich fur die mit Propofol behandelten Zellen ein mit dem Ergebnis der NK
vergleichbares Resultat. Im Gegensatz dazu findet man fir HPBCD mit 101,6 %
(pagi= 1,0) einen Wert, der im Bereich der PK liegt und sich nicht signifikant von
dieser unterscheidet. Mit 140,5 % (paq< 0,001) fur Propofol/HPBCD und 164,5
% (pagi< 0,001) far Na-Propofolat/HPRCD zeigt sich flr diese Substanzen im
Vergleich zur PK ein deutlicher Anstieg der MTT-Reduktion.

Nach 24-stindiger Exposition lasst sich zusammenfassend fur den MTT-Test
somit eine ausgepragte zytotoxische Wirkung fur Propofol feststellen, wahrend
sich fur die Substanzen HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD

keine Zytotoxizitat nachweisen lasst.
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3.4.2 Auswertung des Laktatdehydrogenase-Assays (LDH-Assays)

Die in dieser Arbeit untersuchten Substanzen wurden durch den LDH-Assay auf

ihre Zytotoxizitat getestet. Als Zelllinie wurden CerebEND-Zellen verwendet und

die photometrische Messung erfolgte bei einer Wellenlange von 492 nm. Die

Ergebnisse des LDH-Assays sind in Abbildung 24 dargestellt. Die gesamten

Daten der drei Versuche sind im Anhang 2 abgebildet.

Prozent der Kontrolle %

LDH-Assay

100

751

50+

25+

Abb. 24:

Darstellung der Resultate des LDH-Assays im Boxplotformat nach 24-stiindiger
Exposition bei 37 °C; photometrische Messung bei 492 nm; alle Messwerte sind
dargestellt, leicht gejittered in x-Richtung zur Visualisierung, CerebEND-Zellen,

n = 3, Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle,

Substanzen: PK, PK + FCS*, NK* 10-%-DMSO-L6sung®, Propofol*, HPBCD*, Propofol/
HPBCD*, Na-Propofolat/HPBCD* (statistisch signifikant mit * gekennzeichnet)

(Eigene Darstellung)
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Die Auswertung wird entsprechend der Auswertungen anderer Autoren in
Prozent im Verhaltnis zur PK angegeben.' Die entsprechenden statistischen
Angaben sind in Klammern hinter den Ergebnissen in Prozent dargestellt. Auch
in diesem Fall findet sich eine geringe Streuung der Messdaten, die somit ein
reprasentatives Ergebnis der Messungen nahelegen.

Eine Zunahme der LDH-Aktivitat korreliert mit einer Zunahme der zerstorten
Zellen. Fur die Zellen, die mit Zellkulturmedium und FCS inkubiert wurden, zeigt
sich eine Verringerung der LDH-Aktivitdt mit einer somit geringeren Menge
zerstorter Zellen. Im Vergleich zur PK ergibt sich eine auf 111 % (pag< 0,001)
erhohte Farbintensitat.

FUr die Negativkontrollen resultiert eine deutliche Zunahme der LDH-Aktivitat
mit einer Verringerung der Farbintensitat auf 4,3 % (p.g< 0,001) fur die
Negativkontrolle ohne Zellen (NK) und auf 4 % (pa.g< 0,001) flr die mit der
zehnprozentigen DMSO-L6sung inkubierten Zellen.

Bei der Auswertung der Testsubstanzen zeigt sich fur Propofol eine deutliche
Zunahme der LDH-Aktivitat. Bei einer Verringerung der Farbintensitat auf 3,9 %
(pagi< 0,001) ergibt sich ein mit den Negativkontrollen vergleichbarer Wert.

Im Vergleich dazu resultiert fur HPBCD eine wesentlich geringere Zunahme der
LDH-AKktivitat bei einer Verringerung der Farbintensitat auf 86,2 % (pag< 0,001).
Fur Propofol/HPBCD mit 88,8 % (pag< 0,001) und fur Na-Propofolat/HPBCD mit
97,9 % (pag< 0,001) zeigt sich eine noch geringere Zunahme der LDH-Aktivitat.
Insgesamt lasst sich bei dem 24-stindigen LDH-Assay ein ausgepragter
Anstieg der LDH-Aktivitat fur Propofol nachweisen, wahrend sich fur die
Substanzen HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD eine deutlich

geringere Zunahme ergibt.
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3.4.3 Auswertung des XTT-Tetrazoliumreduktionstests (EZ4U-Tests)

Die in dieser Arbeit untersuchten Substanzen wurden durch den EZ4U-Test an
CerebEND-Zellen auf ihre Zytotoxizitat getestet. Die Ergebnisse der drei
Versuche sind in Abbildung 25 dargestellt. Die gesamten Daten dieser Versuche

sind im Anhang 3 abgebildet.
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Abb. 25: Darstellung der Resultate des EZ4U-Tests im Boxplotformat nach 24-stiindiger
Exposition bei 37 °C; photometrische Messung bei 450 nm/ Referenzwellenldnge von
590 nm; alle Messwerte sind dargestellt, leicht gejittered in x-Richtung zur
Visualisierung, CerebEND-Zellen; n=3, Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle
Substanzen: PK, PK + FCS*, NK* 10-%-DMSO-Lésung*, Propofol*, HPBCD*, Propofol/
HPBCD*, Na-Propofolat/HPBCD* (statistisch signifikant mit * gekennzeichnet) (Eigene
Darstellung)
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Die Auswertung erfolgte in Referenz zum Mittelwert der PK (100%).
Entsprechend dem MTT-Test zeigt sich auch hier ein Anstieg der toxischen
Wirkung durch eine Abnahme der MTT-Reduktion. Im Vergleich zur PK zeigt
sich eine Zunahme der MTT-Reduktion der mit FCS inkubierten Zellen auf
117,5 % (pag< 0,001). Fur die NK zeigt sich eine deutliche Abnahme der MTT-
Reduktion auf 23,3 % (p.g< 0,001) und fir die mit der zehnprozentigen DMSO-
Losung inkubierten Zellen ein Ruckgang der MTT-Reduktion auf 15,9 %
(Pagi< 0,001).

Bei der Auswertung der Testsubstanzen zeigt sich fur Propofol mit einer
Abnahme der MTT-Reduktion auf 5,9 % (pag< 0,001) eine sogar ausgepragtere
zytotoxische Wirkung als fur die NK und fur die mit der zehnprozentigen DMSO-
Lésung inkubierten Zellen.

Fur HPBCD ergab sich im Vergleich zur PK ein Rickgang der MTT-Reduktion
auf 80,0 % (paqg< 0,001). Fur Propofol/HPBCD zeigt sich mit einer Abnahme der
MTT-Reduktion auf 84,8 % (paq< 0,001) ein vergleichbarer Wert.

Im Vergleich dazu zeigt sich fir Na-Propofolat/HPBCD mit einer Zunahme der
MTT-Reduktion auf 114 % (pag< 0,001) im Vergleich zur PK ein erhdhter Wert
mit eine Abnahme der Zytotoxizitat.

Insgesamt lasst sich bei dem 24-stindigen EZ4U-Test eine ausgepragte
zytotoxische Wirkung fur Propofol nachweisen, wahrend fur die Testsubstanzen
ein deutlich geringerer Ruckgang der MTT-Reduktion besteht. Der gemessene
Wert liegt fur HPBCD und Propofol/HPBCD unterhalb und fir
Na-Propofolat/HPBCD oberhalb der PK.
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3.5 Auswertung des Comet-Assays

3.5.1 Comet-Assay: Auswertung der Vorversuche

Zur Analyse der Genotoxizitat der Substanzen wurde der Comet-Assay mit der
Zelllinie HL-60 verwendet. Zur Etablierung der Methodik wurden Vorversuche
mit H.O, durchgeflhrt. Die NK liegt bei 8,6 % (paq< 0,001). Fir H,O, ergab sich
eine konzentrationsbezogene Zunahme der DNA-Schaden mit Werten von 8,6
% (pagi< 0,001) fur 12,5 pymol pro Well, von 21,8 % (pag= 0,001) flr 25 ymol pro
Well, von 54 % (pag< 0,001) fir 50 pmol pro Well und von 79,3 % (paq¢= 0,001)
fur 100 ymol pro Well gegenuber der PK. Die Ergebnisse sind in Abbildung 26

und in Anhang 5 abgebildet und stimmen mit der Literatur Gberein.'®?

COMET-ASSAY HL-60-Zellen
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Negativkontrolle  H202 125pmol  H202 25 pmol H202 50 ymol  H202 100 pmol
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Abb. 26: Darstellung der Resultate der Vorversuche des Comet-Assays; nach 24-stiindiger
Exposition bei 37 °C, HL-60-Zellen, n=3, Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle,

Substanzen: NK*, 12,5 umol H,0,* 25 umol H,0,* 50 umol H,0.* 100 umol H,0,*

(statistisch signifikant mit * gekennzeichnet) (Eigene Darstellung)
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3.5.2 Comet-Assay: Auswertung der Testsubstanzen

Vor der Auswertung des Comet-Assays erfolgte die Auswertung der Zellvitalitat.
Fur die jeweiligen Substanzen sind reprasentative Ausschnitte der Objekttrager
mit den lebenden Zellen (grin) und abgestorbenen Zellen (rot) in Abbildung 27
dargestellt. Bei den mit Propofol inkubierten Zellen zeigen sich mikroskopisch
keine lebenden Zellen mehr, so dass fur die mit Propofol inkubierten Zellen
keine Untersuchung des Zellschweifs vorgenommen werden konnte.

Die mit den weiteren untersuchten Substanzen zeigten mikroskopisch eine
ausreichende Zellvitalitat von Uber 70 % als Voraussetzung fur die Auswertung
des Comet-Assays.'®® Beispielhaft sind reprasentative Bilder der Auswertungen
in Abbildung 28 abgebildet. Eine Ubersicht tiber die gesamte Auswertung der
drei Tests sowie der Zellvitalitat der 200 pro Testsubstanz und pro Versuch
mikroskopisch ausgewerteten Zellen findet sich im Anhang 4 und Anhang 6.

In Abbildung 29 sind die Ergebnisse des dreifach durchgeflihrten Comet-Assays
dargestellt. Die photometrische Auswertung erfolgt jeweils in Referenz zu dem
Mittelwert der PK (100%). Im Vergleich zur PK zeigt sich fur die NK mit 30,2 %
(pagi< 0,001) eine deutliche Abnahme des DNA-Schadens. Fur HPBCD resultiert
mit 32,1 % (pag= 0,008) eine mit der NK vergleichbare Schweifbildung.

Bei der Auswertung der Testsubstanzen ergibt sich im Vergleich dazu mit
35,2 % (pag= 0,004) fur Propofol/HPBCD und mit 37,9 % (pag= 0,02) fir Na-
Propofolat/HPBCD eine leichte Zunahme des DNA-Schadens.

Insgesamt liegt der DNA-Schaden fur die Substanzen mit 1,9 % fur HPBCD, mit
5 % fir Propofol/HPBCD und mit 7,7 % flr Na-Propofolat/HPRBCD uber dem
Wert der NK, jedoch entsprechend deutlich unter der PK.
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Negativkontrolle: Positivkontrolle:

Propofol: HPBCD:

Propofol/HPBCD: Na-Propofolat/HPBCD:

Abb. 27: Représentative Zellvitalitét der HL-60-Zellen (Comet-Assay) (Eigene Darstellung)
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Abb. 28: Représentative HL-60-Zellen bei Auswertung des Comet-Assay (Eigene Darstellung)
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Abb.29: Darstellung der Resultate des Comet-Assays nach 24-stlindiger Exposition bei
37 °C, HL-60-Zellen, n=3, Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichungen,
Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle, Substanzen: NK*, HPBCD*, Propofol/HPBCD™,
Na-Propofolat/HPBCD™ (statistisch signifikant mit *gekennzeichnet)(eigene Darstellung)
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3.6 Graphische Darstellung der Zytotoxizitatstests und des Comet-Assays

In Abbildung 30 sind die Resultate der Zytotoxizitatstests (MTT-Tests, LDH-
Assay, EZ4U-Test) und des Comet-Assays zur besseren Ansicht in einer
Abbildung dargestellt. Nahere Angaben zur Darstellung sind in den jeweiligen
Abschnitten aufgefuhrt.
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Abb. 30: Darstellung der Resultate des MTT-Tests, LDH-Assays, EZ4U-Tests (CerebEND-
Zellen) und des Comet-Assays (HL-60-Zellen) nach je 24-stiindiger Exposition
(Eigene Darstellung)
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4. Diskussion

Das 2016 der Liste der unentbehrlichen Arzneimittel der WHO" hinzugefiigte
Narkotikum Propofol verdankt die breite klinische Verwendung dem schnellen
Wirkungseintritt, der geringen Kumulation wie auch den vergleichbar wenigen
Nebenwirkungen des  Medikamentes. Dennoch  verbleiben  neben
Blutdruckabfall,®' Bradykardie® und Hyperlipidamie* auch die anaphylaktische
Reaktion und das zwar selten auftretende Propofol-Infusions-Syndrom (PRIS),
welches aber mit einem zuweilen tédlichen Ausgang als besonders gefurchtete
Komplikation nach einer Propofolapplikation einhergeht, als Nebenwirkungen.®’
Diese Komplikationen bedingen das Interesse an der Untersuchung weiterer
Formulierungen des Narkotikums. Neben verschiedenen Ansatzen wie
beispielsweise der Verwendung von Nanopartikel-Tragern oder Prodrugs
besteht eine mogliche Option in der Verwendung von Cyclodextrinen als
Tragersubstanzen. Durch die Maoglichkeit der Cyclodextrine
Einschlusskomplexe mit anderen Molekulen zu bilden, resultiert ein weit
gefasster pharmakologischer Anwendungsprozess fur die aus a-(1,4)-
Glucopyranoseeinheiten aufgebauten cyclischen Oligosaccharide.*” Im Rahmen
dieser Arbeit wurden HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPRCD
hinsichtlich ihrer chemischen, biologischen und physikalischen Eigenschaften

untersucht.

4.1 '"H-NMR-Spektroskopie

Durch die 'H-NMR-Spektroskopie sollte die potentielle Komplexbildung des
Narkotikums mit dem Cyclodextrinderivat HPBCD untersucht werden. Da die

43

physiochemischen Eigenschaften der Cyclodextrinderivate variieren,” wurde

zur Etablierung der Methodik neben Propofol, HPBCD, Propofol/HPBCD und
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Na-Propofolat/HPBCD auch B-Cyclodextrin untersucht und die Ergebnisse mit
der Literatur verglichen.

Im Fall des 'H-NMR-Spektrums von Propofol (Abbildung 11) entsprechen die
Integralflachen unter den Signalen der Molekulstruktur und stimmen mit der
Literatur Gberein.®® Insbesondere zeigt sich fiir die Hydroxylgruppe mit 7,96 ppm
eine vergleichsweise hohe Resonanzfrequenz aufgrund der starken
Elektronegativitat des Sauerstoffs und des Einflusses des aromatischen Rings,
wahrend sich fur die Methylgruppe mit 1,15 ppm ein eher niedrigeres
Resonanzsignal ergibt. Auch die fir B-Cyclodextrin vorgenommene 'H-NMR-
Messung entspricht der Literatur (Abbildung 12)."2'%* Fiir Propofol als auch fiir
B-Cyclodextrin ergab sich bei ca. 3,29 ppm der fur das Losungsmittel DMSO-ds
typische H,O-Peak.'™ Die vergleichbaren Ergebnisse in anderen
Veroffentlichungen legen eine korrekte Zuordnung der Signale nahe.'? Fir
HPBCD (Abbildung 13) zeigen sich zwar der Literatur entsprechende Signale,
da die Signale zum Teil abweichend interpretiert wurden, erfolgte zusatzlich die
Berechnung des 'H-NMR-Spektrums auf Basis der Molekdilstruktur mit Hilfe der
Software NMR Predict.'®*'5"'% |m Vergleich zu dem 'H-NMR-Spektrum des -
Cyclodextrins (Abbildung 12) zeigen sich Unterschiede in der chemischen
Verschiebung der Signale durch die Substitution der Isopropylgruppen an den
drei Hydroxylgruppen, die mit der Abkurzung R in Abbildung 13 gekennzeichnet
sind. Die beste Ubereinstimmung ergibt sich bei nur einer Substitution an einer
der Hydroxylgruppen des Cyclodextrinrings. Die Zuordnung der verschiedenen
Signale zu den Protonen wurde entsprechend der Ergebnisse der Rechnungen
durchgefuhrt.

Das 'H-NMR-Spektrum des Propofol/HPBCD (Abbildung 15) zeigt die
charakteristischen Peaks der beiden Substanzen und belegt das
Vorhandensein von Propofol und HPBCD, wie auch aus der Ubersicht tiber die
Spektren der gesamten, untersuchten Substanzen ersichtlich wird (Abbildung
17). Das Verhaltnis der Integralwerte der jeweiligen Signale entspricht den
Integralwerten sowohl von Propofol als auch von HPBCD. Durch die

Uberlagerung mit weiteren Signalen lasst sich basierend auf den Spektren
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keine Aussage Uber die chemischen Verschiebungen zwischen dem H-3 und
dem H-5 des HPBRCD treffen. Fir eine Komplexbildung eines -
Cyclodextrinderivates mit einem Medikament sollte sich an diesen Positionen
eine chemische Verschiebung zeigen.'™’

In den von Trapani et al. durchgefihrten Versuchen konnte fur das
Lésungsmittel DO eine chemische Verschiebung des Propofol/HPBCD
gegenuber den einzelnen Substanzen Propofol und des HPBCD fur H-3 und H-
5 gezeigt werden.”" Aufgrund der Uberlagerung in den hier durchgefiihrten
Messungen lasst sich die Frage, ob und in welcher Weise Propofol in dem
Inneren des Hohlraumes des HPBCD lokalisiert ist, mit Hilfe der 'H-NMR-
Spektroskopie nicht beantworten. Erschwerend kommt hinzu, dass auch
aufgrund der Uberlagerung durch den Peak des Wassers mit dem Peak des H-
3 und H-5 des HPBCD eine genauere Interpretation nicht mdglich ist. Weitere
'H-NMR-Untersuchungen der Substanzen sollten ein Losungsmittel mit
moglichst wenig Storsignalen in diesem Bereich favorisieren. Dass die
Auswertungen des HPBCD bzw. der Substanzen korrekt durchgefuhrt wurden,
zeigt sich in der hohen Ubereinstimmung zwischen den Signalen der jeweiligen
Positionen der einzelnen Substanzen als auch bei der Komplexbildung.

Zudem war es Ziel der Arbeit, Na-Propofolat/HPBCD mittels 'H-NMR-
Spektroskopie zu untersuchen. Die Integralwerte des 'H-NMR-Spektrums von
Na-Propofolat/HPBCD (Abbildung 16) stehen im Einklang mit denen des 'H-
NMR-Spektrums von Propofol/HPBCD (Abbildung 15). Das Fehlen des Signals
der Hydroxylgruppe in Abbildung 16 bildet dabei den wesentlichen Unterschied.
Basierend auf den 'H-NMR-Spektren lasst sich somit fur diese Substanzen
zeigen, dass in dem untersuchten Komplex Propofolat als deprotonierte Form
des Propofols vorliegt. Dies entspricht dem 2012 angemeldeten Patent fir
Propofolat. In diesem wird beschrieben, dass Propofol als deprotonierte Form
des Propofols vorkommt und somit in dieser Zusammensetzung mit HPRCD als
Anion vorliegt.®

Das molare Verhaltnis von Propofol/HPBCD zu freiem HPBCD wurde von

Loftsson auf Grundlage seiner Berechnungen fur wasserlosliches Propofol und
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Losungen des Cyclodextrinderivates mit 1:2 beziffert.'®” Dies legt nahe, dass
unter der Annahme von einem Gast-Wirt-Verhaltnis von Propofol und
Cyclodextrin von 1:1 in diesem Fall nur jedes dritte HPBCD in einem Komplex
mit Propofol gebunden ist. In welchem Verhaltnis Propofol und HPBCD fir die
beiden Festkdrperkomplexe vorliegen, kann durch die 'H-NMR-Spektroskopie

nicht endgultig geklart werden.

4.2 Molekulare Modellierungen

Sowohl die statischen als auch die dynamischen Modellierungen lassen
Ruckschlisse auf die Struktur der Substanzen zu. Aufgrund des niedrigeren
Enthalpiewertes der Bindung des Propofols an den Cyclodextrinring lasst sich
fur Propofol/HPBCD eine insgesamt deutlich erhohte Stabilitat der
Bindungsfestigkeit gegenltber Na-Propofolat/HPBCD vorhersagen. Geht man
von gleichen Konzentrationen von Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPRCD
aus, ist zu erwarten, dass im Fall des Na-Propofolats die Konzentration an
freiem Propofol hoher ist, da aufgrund der schwacheren Bindung des Propofols
das chemische Gleichgewicht in Richtung der dissoziierten Molekile
verschoben wird. Ist das Ziel, eine langer wirkende Dosierung bei einer mehr
oder weniger gleichen Menge an Propofol zu erreichen, empfiehlt sich der
Einsatz des Propofol/HPBCD, da hier die Bindung des Propofols an den
Komplex fester ist. Somit wirde Propofol langsamer freigesetzt und wirde Gber
einen langeren Zeitraum wirken.

Die durchgefuhrten statischen und dynamischen Modellierungen dieser Arbeit
stehen zum Teil im Gegensatz zu der Arbeit von Trapani et al.. Bei Trapani et
al. wurde beschrieben, dass der gesamte aromatische Ring des Propofols in
der Cavitat des Cyclodextrinderivates lokalisiert und durch Van-der-Waals-
Krafte gebunden ist.”" Hingegen ergeben die Modellierungen in dieser Arbeit
zum einen Enthalpiewerte, die in ihrer GroRenordnung schwachen

Wasserstoffbriickenbindungen  entsprechen.’™™ Dies korrespondiert mit
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Untersuchungen, die ebenfalls flr Einschlusskomplexe mit HPBCD diese Form
der chemischen Bindungen beschreiben. %8

Zum anderen legen die Modellierungen dieser Arbeit nahe, dass lediglich die
Methylgruppen und die Hydroxylgruppe des Propofols in den Cyclodextrinring
hineinragen, wahrend der aromatische Ring auRerhalb des Rings lokalisiert ist.
Fur die Modellierungen dieser Arbeit sprechen die elektrostatischen
AbstoBungen innerhalb des Cyclodextrinmolekules: Die II-Elektronen, die die
Doppelbindung verursachen, stehen senkrecht auf der Ebene des aromatischen
Rings. Dadurch resultiert im AufRenraum des Rings eine stark negative
Ladungsdichte. Im Falle einer vollstandigen Integration des aromatischen Rings
des Propofols in die Cavitat ware somit eine starke AbstoRung mit den sich
innerhalb des Cyclodextrinrings befindenden Elektronen aller Atome zu
erwarten. Daher ist das Ergebnis der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
molekularen Modellierungen plausibel, dass die Hydroxylgruppen in die Cavitat

hineinragen und dort Uber Wasserstoffbrickenbindungen gebunden sind.

4.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Die DSC lasst weitere Ruckschlisse uUber die untersuchten Substanzen zu.
Beim ersten Erhitzen zeigt sich zwischen 30 °C — 125 °C bzw. 150 °C ein Peak,
der charakteristisch fur HPBCD ist und in allen drei getesteten Substanzen zu
erkennen ist. Dieser resultiert aus der Abgabe von Wasser aus der Cavitat des
Cyclodextrins (Abbildung 21a)."%®'" Im Einklang dazu konnte ein Peak in dem
entsprechenden Temperaturbereich bei den Untersuchungen anderer
Medikamente mit B-Cyclodextrin und HPBCD nachgewiesen werden,'07:156.157.170

Zudem ergibt sich bei dem ersten Erhitzen in dem Temperaturbereich zwischen
270 °C und 280 °C ein weiterer, in den Messungen aller drei Substanzen
auftretender Peak. In diesem Temperaturbereich entspricht der Peak ebenfalls
der Literatur, hier liegt der Schmelzpunkt des HPBCD (siehe Tab. 2)."° Der
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Peak liegt deutlich hoher als der Siedepunkt des Propofols, der in der Literatur
mit 256 °C angegeben wird.® Da ein Peak als Hinweis auf das Verdampfen des
Propofols fehlt, ist von einer Komplexbindung bei Propofol/HPBCD und Na-
Propofolat/HPBCD auszugehen. Aus Abbildung 21b ergibt sich fir das zweite
Erhitzen mit 241 °C eine hohere Glaslbergangstemperatur fur HPRCD als fur
Propofol-HPBCD mit 229 °C und Na-Propofolat-HPBCD mit 227 °C. Dass es
durch die Bildung von Einschlusskomplexen zu einer Reduktion der
GlasUbergangstemperatur im Vergleich zum HPBCD kommt, steht im Einklang
mit der Literatur."”" Die vergleichsweise hohere Glaslibergangstemperatur des
HPBCD gegentber anderen substituierten Derivaten des B-Cyclodextrins wird
durch die Substitution des Wasserstoffstoffs an der Hydroxypropylgruppe
bedingt, da sich durch eine Kettenverlangerung des Molekuls durch eine
verringerte Ordnung eine erhohte Beweglichkeit und somit eine geringere
Glaslibergangstemperatur ergibt."® Im Vergleich zu Cyclodextrinen und
weiteren Kohlenhydraten mit einem hoheren Molekulargewicht zeigt HPRCD
eine hohe Glasubergangstemperatur. So liegt HPBCD mit einem
Molekulargewicht von M,,= 1400 g/mol bezuglich der Glastibergangstemperatur
beispielsweise 30 °C Uber der Glasubergangstemperatur des Polysaccharids
Dextran 10 mit M,,= 10.000 g/mol und 90 °C Uber der
GlasUbergangstemperatur des methylierten [B-Cyclodextrins mit einem
ahnlichen Molekulargewicht von M,,= 1310 g/mol."”

Die hohe Glasubergangstemperatur, die unter Beachtung der
Relaxationsphanomene als Malistab fur die physikalische Stabilitat eines
Feststoffes betrachtet werden kann, bildet ein weiteres Argument fur die
Favorisierung des HPBCD zur Einbettung der Wirkstoffe gegentber weiteren
Cyclodextrinen.'” Hohe Glasilibergangstemperaturen sind ein Kennzeichen fiir
starke intramolekulare Wechselwirkungen. Diese konnen sich ausbilden, wenn
die intramolekulare Ordnung moglichst wenig gestort ist. Eine solche Stérung
wird verursacht durch den Einbau des Propofols in die Struktur. Insofern
entspricht der Einbau des Propofols somit einer Absenkung der

Glasubergangstemperatur, die an den Messungen zu erkennen ist. Gemeinsam
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mit dem Fehlen des Verdampfungspeaks in der DSC-Messung untermauert die
Absenkung der Glaslbergangstemperatur die Komplexbildung des Propofols

mit den untersuchten Cyclodextrinderivaten.

Ein Ziel der Arbeit war es, die Komplexbildung der Substanzen in Hinblick auf
ihre physiko-chemischen Eigenschaften zu untersuchen. Als Ausgangslage
wurde einerseits in fruheren Untersuchungen eine fur die medizinische
Anwendung potentiell geeignete Stabilitdt fir Propofol/HPBCD vermutet.™
Andererseits konnte gezeigt werden, dass die Substitution einer
Hydroxypropylgruppe, wie sie bei HPBCD vorliegt, mit einer schwacheren
Komplexbindung assoziiert ist und die Komplexbildung erschwert.®
Auf Grundlage der DSC-Messungen kann von einer Komplexbildung fur
Propofol/HPBCD ausgegangen werden. Darlberhinaus wird ebenso flr das
2012 patentierte Na-Propofolat/HPBCD eine Komplexbildung nahegelegt, da
auch fur diese DSC-Messungen kein Verdampfen oberhalb der
Siedetemperatur des Propofols festgestellt wurde. Mit einer Komplexbildung
stimmen auch die molekularen Modellierungen Uberein, die fiur beide
Substanzen Enthalpiewerte ergeben, die in dem Bereich der fir HPBCD-
Komplexe typischen Wasserstoffbriickenbindungen liegen.’®® Die durch die
DSC-Messungen nahgelegte Komplexbildung korrespondiert mit der Literatur.
So konnte durch Weilers physiko-chemische Untersuchungen fur HPBCD das
grolite Potential zur Stabilisierung von Wirkstoffkomplexen im Vergleich zu
anderen amorphen Tragersubstanzen inklusive Cyclodextrinderivaten gezeigt
werden."? Dies bestatigt sich nicht zuletzt durch Veroffentlichungen, bei denen
ebenfalls eine Komplexbildung zwischen HPBCD und verschiedenen
Medikamenten gezeigt werden konnte.'"%81"  Allerdings konnte eine
Komplexbildung ebenfalls fur weitere Derivate des [B-Cyclodextrins
nachgewiesen werden.””'® Fiir die Verwendung des HPBCD spricht aber in
dem Kontext dieser Analyse die hohe Stabilitat der Komplexe, die entscheidend
ist fur die Moglichkeit einer guten Lagerbarkeit der Medikamente und eine

Grundvoraussetzung fiir eine breite klinische Verwendung darstellt."”
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Anderseits ist Propofol mit den in dieser Arbeit errechneten Bindungsenergien
der Wasserstoffbriickenbindungen ausreichend schwach gebunden, so dass es
bei der Anwendung abgespalten werden kann. Fur weitere Untersuchungen
empfiehlt sich an dieser Stelle die Bestimmung von
Komplexbildungskonstanten, um die Abspaltung des Propofols aus dem
Komplex besser zu quantifizieren. Ein weiteres Argument fur HPRCD ist die im
Vergleich zu weiteren 3-Cyclodextrinderivaten fur die Einbindung des Propofols
in den Ring geeignete GroRe der Cavitat."

Aus den 'H-NMR-Spektren lasst sich aufgrund der Uberlagerungen der Signale
keine detaillierte Analyse der Komplexbildung vornehmen. Allerdings legt
sowohl das gemessene als auch das errechnete 'H-NMR-Spektrum des
HPBCD eine Substitution von nur einer der insgesamt drei moglichen
Hydroxylgruppen nahe (siehe 3.1.3). Die Signale des HPBCD sind dabei im
gleichen Verhaltnis wie die Signale des HPBCD in den "H-NMR-Spektren von
Propofol/HPBCD (Abbildung 15) und Na-Propofolat/HPRBCD (Abbildung 16)
vorhanden. Daher kann argumentiert werden, dass entsprechend der Literatur
ein niedriges Mall an Substitution fur HPRBCD fur die Komplexbildung zu
bevorzugen ist, wie es auch in den hier untersuchten Substanzen vorliegt.®® Zur
weiteren Analyse mittels NMR-Spektroskopie ist fur zuktnftige Untersuchungen
die Verwendung einer 2D-NMR-Spektroskopie (z.B. ROESY, COSY) und ggf.
eine Untersuchung mittels 'H-NMR-Spektroskopie mit einer hoheren
Magnetfeldstarke zur besseren Auflosung zu empfehlen. Beides wurde bereits
fur andere HPBCD-Einschlusskomplexe verwendet und bildet die Grundlage fur
differenziertere Modellierungen, wenn auch die Autoren der Veroffentlichungen
angeben, dass sich die Auswertung der Peaks der 'H-NMR-Spektren fir
HPBCD schwierig gestaltet habe."* Auf diese Weise konnten Komplexe der
Propofol/HPBCD weiter analysiert werden, wie es bereits fur weitere

Substanzen angewandt wurde.""®
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4.4 Zytoxitatstests

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit besteht in der Analyse der Zytotoxizitat durch die
je dreimalige Durchfuhrung des MTT-Tests, des LDH-Assays und des EZ4U-
Tests flr die zu untersuchenden Substanzen. Erganzt wurden diese
Testverfahren durch den Comet-Assay, um eine mdogliche Genotoxizitat der
Substanzen zu ermitteln. Aus der Abbildung 30, die als Ubersicht die Resultate
dargestellt, wird die gleiche GroRenordnung der Zytotoxizitat der Substanzen in
den jeweiligen Testverfahren evident. Sowohl flr die Ergebnisse der
Zytotoxizitatstests (CerebEND-Zelllinie) als auch fir den Comet-Assay (HL-60-
Zellinie) zeigt sich ein ahnliches Verhaltnis fur die Substanzen HPBCD,
Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD im Vergleich mit der PK.

Bei dem LDH-Assay liegen die Mittelwerte von Propofol/HPBCD 11,2 %
(pagi< 0,001), von Na-Propofolat/HPBCD 2,1 % (pag< 0,001) und von HPBCD
13,8 % (Pagi< 0,001) unter dem Mittelwert der PK. Dies entspricht den
Ergebnissen des EZ4U-Tests, bei dem die Substanzen mit einer Differenz von
15,2 % (pag< 0,001) fiir Propofol/HPBCD und 20 % (pag< 0,001) fir HPBCD
unter der PK liegen. Na-Propofolat/HPBCD Uberschreitet in dieser
Untersuchung die PK um 14 % (pag< 0,001).

Bei der Auswertung des MTT-Tests zeigt sich im Vergleich dazu eine noch
geringere Zytototoxizitat flr die getesteten Substanzen. So liegen die Resultate
mit 40,5 % (pag< 0,001) fiir Propofol/HPBCD, mit 64,5 % (pag< 0,001) fir Na-
Propofolat/HPRCD und mit 1,6 % fur HPBCD (p.g= 1,0) Uber dem Mittelwert der
PK.

Zusammenfassend liegen fir den LDH-Assay alle drei Substanzen unter der PK
und flr den MTT-Test alle drei Substanzen oberhalb der PK. Fur den EZ4U-
Test liegen Propofol/HPBCD und HPBCD unterhalb der PK, wahrend fir Na-
Propofolat/HPBCD ein Mittelwert oberhalb der PK resultiert.

In allen drei Testverfahren zeigen die untersuchten Substanzen die gleiche

Reihenfolge in  ihren  zytotoxischen  Eigenschaften. So  besitzt
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Na-Propofolat/HPBCD die niedrigsten Zytotoxizitatswerte und HPBCD die
vergleichsweise hdéchsten. Fir Propofol ergaben die drei Testverfahren eine
sehr hohe Zytotoxizitat mit kaum verbleibenden vitalen Zellen. Dies deckt sich
mit den Publikationen, die an verschiedenen Zelllinien eine hohe Zytotoxizitat
des Narkotikums nachweisen konnten.'”®'®2 Auf welche Weise die Zytotoxizitat
des Propofols vermittelt wird, wird in den genannten Arbeiten diskutiert. Einer
neueren Veroffentlichung zufolge fungiert Propofol als klassischer Protonophor,
wobei die Zytotoxizitat auf Grundlage der Translokation von Protonen durch
Doppellipidschichten beruhen koénnte.' Laut der Autoren dieser Arbeit wiirde
die mitochondriale Depolarisation die Apoptose durch die Aktivierung von
Caspase-9, Caspase-3 und DNA-Fragmentation induzieren.'®® Inwieweit sich
dieser Mechanismus bestatigen lasst, ist noch nicht abschliellend geklart.

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich durch die Komplexbildung mit dem
Cyclodextrinderivat eine stark reduzierte Zytotoxizitat fir das Propofol. Der
Effekt der Cyclodextrine, durch Komplexbildung eine verminderte Zytotoxizitat
der andernfalls zytotoxischen Medikamente hervorzurufen, konnte bereits fur
andere Arzneimittel beschrieben werden.'®'818 Demgegeniliber stehen
Veroffentlichungen, die Hinweise fir eine Verstarkung des zytotoxischen
Potentials durch Cyclodextrinderivate liefern.'® Fir Propofol/HPBCD und Na-
Propofolat/HPBCD ergibt sich auf Grundlage der in dieser Arbeit verwendeten
Testverfahren (MTT-Test, LDH-Assay, EZ4U-Test) keine Zytotoxizitat fur die

untersuchte CerebEND-Zelllinie.
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4.4.1 Zytotoxizitat des Propofols an der Blut-Hirn-Schranke

Um Ruickschlusse auf die Effekte der Substanzen auf die Prozesse an der Blut-
Hirn-Schranke ziehen zu kénnen, wurden fir die Versuche CerebEND-Zellen
gewahlt. Diese endotheliale Zelllinie wird aus dem Kleinhirn neonataler Mause
gewonnen.”® Neben der bereits genannten Aktivierung der Apoptose spielen fiir
die Zytotoxizitat des Propofols flr die BHS-Zellen weitere Faktoren wie die
Einschrankung der neuronalen Differenzierung im Mausmodell™ sowie die
Aktivierung von Mikroglia durch Propofol eine Rolle."®'° Auch die durch
Propofol induzierte Stoérung der BHS-Durchlassigkeit wurde bereits im
Mausmodel gezeigt und kdnnte auf der durch Propofol gesteigerten Aktivierung
der Hitzeschockproteine (HSP) beruhen.™' In diesem Zusammenhang werden
zunehmend Mittel zur Reduktion der Zytotoxizitdt des Propofols gesucht.
Aktuelle Untersuchungen konnten dabei protektive Effekte fur zwei Mittel der
Gichtbehandlung, das Urikostatikum Febuxostat und das Urikosurikum
Benzbromaron, gegen durch Propofol induzierte Schaden an endothelialen

Gehirnzellen zeigen.'#® %

4.4.2 Zytotoxizitat des B-Cyclodextrins und des HPBCD an der Blut-Hirn-
Schranke

Die Interaktion der Cyclodextrinderivate mit der Blut-Hirn-Schranke variiert
entsprechend der Grolle der Cyclodextrinringe. So wurde fiur die a-
Cyclodextrine die héchste und fir die y-Cyclodextrine die niedrigste Zytoxizitat

an BHS-Endothelzellen beschrieben.'®

Allerdings liegen auch deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Cyclodextrinen vor. So zeigt sich fur -
Cyclodextrin an intestinalen Caco-2-Zellen eine hohe Zytotoxizitat, wahrend
sich in einer weiteren Untersuchung fir HPBCD bei der gleichen Zelllinie bei
einer Dosierung der mittleren inhibitorischen Konzentration von bis zu

200 mmol/l keine Zytotoxizitat nachweisen lief."*"%
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In einem Review, das gezielt die toxischen Effekte des HPBCD untersuchte,
bestatigte sich die limitierte Toxizitat dieses Cyclodextrinderivates.’” Aus den
Untersuchungen an Ratten, Mausen und Hunden zeigte sich insbesondere flur
die orale Applikation ein gutes Vertragen der Substanz, wahrend die
intravendse Anwendung histopathologische Veranderungen an Lunge, Leber
und Niere bei den Tieren ergab, die sich aber vollstédndig reversibel zeigten.'’
Fir Menschen wurde im Rahmen dieses Reviews ein weitgehend gutes
Vertragen des HPBCD ohne Einschrankung der Nierenfunktion beschrieben.
Hingegen wurde in einer spateren Untersuchung aufgrund einer fir Mause und
Ratten nachgewiesenen Erhéhung der Transaminasewerte nach der Gabe von
HPBCD vor einer Hepatotoxizitat gewarnt und eine ausschlieRlich vorsichtige
Verwendung des Cyclodextrinderivates gefordert.’®® Inwieweit dies ein
Hindernis flr die klinische Verbreitung des Propofol/HPBCD bzw. des Na-
Propofolat/HPBCD sein kdnnte, bleibt Gegenstand weiterer Forschung.
Allerdings  bietet neben den  fortgesetzten = Untersuchungen zu
Komplexbildungen zwischen HPBCD und anderen Medikamenten auch die
Einstufung des Cyclodextrinderivates durch die US-amerikanische FDA (Food
and Drug administration) als extrem sichere, pharmazeutisch inaktive
Tragersubstanz, Grund fur die Annahme, dass HPBRCD weiterhin fur die
Komplexbildung mit Medikamenten in Frage kommt. 9920

Auch an Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke zeigt sich fur HPBCD im
Gegensatz zu B-Cyclodextrin keine Zytotoxizitat.*®' Dies entspricht den
Resultaten dieser Arbeit, die fir HPBCD keine Zytotoxizitat an der CerebEND-
Zelllinie in allen drei Versuchen ergaben. Ebenfalls steht dies in
Ubereinstimmung mit der Verwendung des HPBCD in weiteren
Anwendungsbereichen. So zeigt sich in einer aktuellen Studie fur HPBCD
gegenuber weiteren Cyclodextrinderivaten eine deutlich geringere Zytotoxizitat

an Retinazellen."®
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4.4.3 Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD an der Blut-Hirn-
Schranke

In welchem Umfang durch die Komplexbildung mit dem HPBCD die Zytotoxizitat
des Propofols an der Blut-Hirn-Schranke reduziert wird, kann in dieser Arbeit
nicht abschlieend beantwortet werden und muss in weiterfUhrenden
Untersuchungen ermittelt werden. Zumindest legen die Resultate dieser Arbeit
nahe, dass keine Erhohung der Zytotoxizitat der CerebEND-Zelllinie durch die
Gabe von Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD resultiert. In diesem
Zusammenhang korrespondieren  diese  Ergebnisse = mit  anderen
Untersuchungen, die eine Reduktion bzw. eine fehlende Erhéhung der
Zytotoxizitat durch die Komplexbildung mit Cyclodextrinen zeigen konnten. 841>
Ansatzpunkte fur weitere Untersuchungen bestehen in der dosisabhangigen
Untersuchung der Zytotoxizitat. Auf zusatzliche, bereits veroffentlichte Optionen
zur Vorhersage der Zytotoxizitat von Cyclodextrinkomplexen an der Blut-Hirn-
Schranke kann dabei zurlickgegriffen werden.?%

Einen  weiteren  zentralen  Aspekt fur die  Untersuchung der
Cyclodextrinkomplexe stellt der Transport des Narkotikums an der Blut-Hirn-
Schranke dar. In diesem Zusammenhang wurde bereits fir weitere HPRCD-
Einschlusskomplexe eine gesteigerte BHS-Permeabilitat beschrieben.?®® Im
Rahmen ihrer Arbeit untersuchte Appelt-Menzel die Transportgeschwindigkeit
fur Propofol/HPBCD wund Na-Propofolat/HPBCD an BHS-Endothelzellen.
Gegenuber Propofol zeigte sich hierbei flir Propofol/HPRBCD als auch fiir Na-
Propofolat/HPBCD eine bis zu dreifach erhohte Transportgeschwindigkeit an
stammzellbasierten BHS-Modellen.?* Dieses Ergebnis bildet ein zentrales
Argument fur die FortflUhrung detaillierter Untersuchungen von Propofol/HPRCD
und Na-Propofolat/HPBCD an der Blut-Hirn-Schranke, wie sie auch von Appelt-
Menzel gefordert wurden.?
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4.5 Comet-Assay

Mit Hilfe des Comet-Assays wurde die genotoxische Wirkung der Substanzen
an der HL-60-Zelllinie untersucht. Durch die vor der eigentlichen Auswertung
durchgeflhrte Bestimmung der Zellvitalitat zeigten sich ausreichende Werte flr
HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD an den HL-60-Zellen
(siehe Anhang 4). Demgegenuber weist das Propofol als Lipidemulsion eine
hohe Letalitat der Zellen auf, so dass keine Auswertung des Comet-Assays
vorgenommen werden konnte. Die Zellvitalitat der verwendeten Zellen, die Uber
70 % liegen sollte, stellt eine Grundbedingung fur die Auswertung des Comet-
Assays dar.'®

Die durch die Vorversuche mit H,O, etablierte Auswertung zeigt fir die
Substanzen HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD fehlende
genotoxische Effekte nach 24-stiindiger Exposition bei 37 °C an den HL-60-
Zellen. Dies korrespondiert mit weiteren Arbeiten, in denen ein mit -
Cyclodextrinderivaten  assoziierter, protektiver Effekt im Comet-Assay
beschrieben wurde.?®>2® Fir HPBCD legen zudem weitere Versuchsreihen
anderer Autoren Hinweise auf eine nicht vorhandene Genotoxizitdt nahe. So
zeigt das B-Cyclodextrinderivat keine Genotoxizitat in dem DNA-Synthese-Test
zur Messung eines DNA-Schadens, in dem Maus-Lymphom-Test zur Detektion
von Genmutationen und in dem Humanlymphozytentest zum Nachweis einer
moglichen chromosomalen Anomalie.’®” Die Ergebnisse dieser drei Tests
stimmen mit den in diesem Versuch ermittelten Resultaten des Comet-Assays
Uberein und unterstutzen die These, dass HPBCD keine genotoxische Wirkung
zeigt. '’

Bezlglich der Genotoxizitat der Komplexe zwischen HPBCD und anderen
Arzneimitteln entspricht das Resultat dieser Arbeit weiteren Veroffentlichungen,
fur die ebenfalls keine Genotoxizitat fur HPBCD-Komplexe nachgewiesen
wurde.?%27 Als weiterer Ansatzpunkt konnen zukiinftig neben der in dieser
Arbeit getesteten akuten Toxizitat (MTT-Test, LDH-Assay und EZ4U-Test) und
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der akuten Genotoxizitat (Comet-Assay) weitere Aspekte der Substanzen wie
die chronische Toxizitdt bzw. die chronische Genotoxizitat sowie die

Kanzerogenitat untersucht werden.?%

4.6 Alternative Formulierungen von Propofol

In seinem 2010 im British Journal of Anaesthesia veroffentlichten Artikel
Exploring the frontiers of propofol formulation strategy: is there life beyond the
milky way? stelt Egan die Frage, ob durch die unterschiedlichen
Formulierungen des Propofols eine Reduktion der Nebenwirkungen ermdglicht
werden kann.*® Inwiefern Komplexe aus Cyclodextrinen und Propofol bei dieser
Fragestellung eine tragende Rolle spielt, bleibt abzuwarten. Die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchungen zeigen zumindest, dass die Propofol/HPBCD-
Formulationen gewisse Erfolgsaussichten versprechen, denen weiter
nachgegangen werden kann. So zeigt sich einerseits auf Basis dieser Arbeit
bestatigt, was Baker et al. fur die Einschlusskomplexe zwischen Cyclodextrinen
und Medikamenten beschrieben haben. Durch die in dieser Arbeit
nachgewiesene Komplexbildung kommt es zu einer Veranderung der
physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften sowohl gegenuber
dem Medikament als auch gegeniiber dem Cyclodextrinderivat.*®
Beispielsweise zeigt sich im Gegensatz zum Propofol als Lipidemulsion keine
Zytotoxizitat des in dem Komplex mit HPBCD gebundenen Propofols mehr.

Andererseits legen weitere Arbeiten eine nur wenig veranderte Wirkung der
Formulierungen der Cyclodextrinen/Propofol-Komplexe gegenuber dem
Propofol als Lipidemulsion nahe. So konnte flr eine Formulierung von Propofol
mit dem Cyclodextrinderivat Sulfobutylether-B-cyclodextrin (SBEBCD) bei einer
dreistlindigen Infusion am Schweinemodell eine weitgehende Ubereinstimmung
der pharmakologischen und pharmakodynamischen Eigenschaften mit dem
Propofol als Lipidemulsion nachgewiesen werden.?® Wenn auch keine direkt

entsprechende Untersuchung fir HPBCD vorliegt, scheint auch fur die
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Propofol/HPBCD-Komplexe eine mit Propofol vergleichbare Wirkung zu
resultieren. So wurde sogar passend zu der bereits angesprochenen erhéhten
Transportgeschwindigkeit an der Blut-Hirn-Schranke eine reduzierte
Induktionszeit und eine verlangerte Wirkungszeit fur Propofol/HPRCD im
Vergleich zu dem Propofol am Mausmodell beschrieben.”?** Auch in weiteren
Untersuchungen zeigt sich fur eine weitere HPBCD-Formulierung ein wirksamer
Transport des Propofols mit einem raschen Narkoseeintritt.?'® Ausgehend von
seiner Arbeit argumentierten Mcintosh et al. fur ein Drei-Kompartiment-Modell
zur pharmakokinetischen Beschreibung des Propofol/HPBCD fir Saugetiere,
entsprechend dem Drei-Kompartiment-Modell von Cockshott zur Analyse der
Verteilung des Propofols als Lipidemulsion (siehe 1.3).2'° Als Herausforderung
fur die zukunftige Verwendung von Cyclodextrinen wurde allerdings die erneute
Bindung des Cyclodextrinderivates an andere lipophile Substanzen nach einer
Desorption des Propofols an dem Wirkungszielort beschrieben.* In diesem
Zusammenhang wird beispielsweise das Muskelrelaxanz Rocuronium genannt,
fir das ebenfalls Bindungen an Cyclodextrine nachgewiesen wurden.*?"" Dies
konnte zu einer unerwunschten Verklrzung der Wirkung des Muskelrelaxanz
fuhren. Detaillierte Untersuchungen werden somit zur weiteren Analyse der
pharmakologischen Eigenschaften des Propofol/HPBCD als auch zur
Untersuchung der potentiellen Interaktionen mit anderen Medikamenten
notwendig sein. Als Vorschlag zur Umgehung dieser Probleme kommt die
zusatzliche Applikation pharmazeutisch inaktiver Substanzen, die stark an die
Cyclodextrinderivate binden und andere Substanzen aus dem Komplex
verdrangen, in Betracht.

Aufgrund der vielversprechenden Ausgangslage wurden bereits erste
Untersuchungen zur Veranderung der Nebenwirkungen des Propofols durch die
Cyclodextrinformulierungen vorgenommen. Hierbei zeigte sich bis dato keine
Verbesserung des Nebenwirkungsprofiles. Im Gegenteil ergab sich bei
gesunden Erwachsenen eine Zunahme des Injektionsschmerzes durch eine
Propofolverbindung mit Sulfobutylether-B-cyclodextrin (SBEBCD).?'> Ebenso

resultierte entsprechend der Gabe des Propofols als Lipidemulsion auch bei
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einer Bolusgabe des Propofol/HPBCD in wassriger Losung bei einer Dosierung
von 5 mg/kg eine Bradykardie der untersuchten Ratten, die nicht nach einer
Bolusgabe des alleinigen HPRCD auftrat.*

Ein groRer Vorteii des HPBCD liegt aber in der Vielfalt der
Verwendungsmoglichkeiten, die von der beschriebenen Formulierung als
wassrige, injektionsgeeignete Losung® bis hin zu einer hypothetischen,
sublingualen Applikationsform reichen.'®” Fiir Letzteres sprechen nicht zuletzt
auch die gunstigen pharmakokinetischen Vorraussetzungen wie sie von
Loftsson et al. beschrieben wurden, als auch das gute Vertragen von oralen
HPBCD-Formulationen im Tiermodell."®”'" Die durch die Komplexe reduzierte
Induktionszeit, verlangerte Wirkungszeit und die erhdhte
Transportgeschwindigkeit an der Blutschranke konnten gegebenenfalls zu einer
Reduzierung der Dosierung flhren, die eine Verbesserung des
Nebenwirkungsprofiles bedingen koénnte.”"?** Auch neuere Formulierungen wie
Na-Propofolat/HPBCD als Erganzungen der Applikationsmaoglichkeiten konnten
Ansatzpunkte fur eine weitere Forschung mit HPBCD liefern. Insbesondere
ware auch im Kontext der bereits 1996 durchgeflhrten Studie, in der fur die
wasserige Losung des Propofol/HPBCD nach Bolusgabe eine Bradykardie
beschrieben wurde, eine neuere Analyse der klinischen Wirkung weiterer
Propofol/HPBCD-Formulierungen von Interesse. Bei der Frage der
Umsetzbarkeit der Formulierungen werden die entscheidenden Kriterien die
Dosierung als auch die Wirkung des Medikamentes bei der gegebenen
Dosierung bleiben.®’

Zusammenfassend stellen Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD eine
potentiell zukunftstrachtige Alternative zur Verwendung des konventionellen
Propofols dar und sollten als Option in weiterfihrender Forschung untersucht

werden.
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5. Zusammenfassung

Trotz des breiten, klinischen Einsatzes des Propofols haben sich aufgrund
bestehender Nebenwirkungen zunehmend Bestrebung entwickelt, alternative
Formulierungen zur Lipidemulsion zu finden. In dieser Arbeit wurden die
Substanzen Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD als alternative
Formulierungen des Propofols mittels 'H-NMR-Spektroskopie, molekularer
Modellierungen, DSC-Messungen, Zytotoxizitatstests (MTT-Test, LDH-Assay,
EZ4U-Test) und dem Comet-Assay als Genotoxizitatstest auf biologische,
chemische und physikalische Eigenschaften untersucht. Die Frage nach der
Komplexbildung zwischen Propofol und HPBCD lasst sich nicht allein auf Basis
des 1D-'H-NMR-Spektrums beantworten. Allerdings lasst sich mit Hilfe der 'H-
NMR-Spektroskopie fur Na-Propofolat/HPBCD das Vorliegen als deprotonierte
Form nachweisen. Anderseits legen aber die DSC-Messungen eine
Komplexbildung zwischen Propofol und HPBCD nahe. Zum einen ergibt sich
das aus den unterschiedlichen Glasubergangstemperaturen der Substanzen.
Zum anderen zeigt der Kurvenverlauf fur HPBCD als auch fir
Na-Propofolat/HPBCD und Propofol/HPBCD keinen Verdampfungspeak bis zu
der untersuchten maximalen Temperatur von 280 °C trotz des Propofol-
Siedepunktes von 256 °C. Die molekularen Modellierungen legen nahe, dass
die Bindung zwischen Propofol und Cyclodextrin Uber die Isopropylgruppen des
Propofols erfolgt, wobei der aromatische Ring nicht in die Cavitat des
Cyclodextrinringes eindringt. Aus den molekularen Modellierungen ergeben sich
Enthalpiewerte, die in ihrer Grollenordnung schwachen
Wasserstoffbrickenbindungen entsprechen. Fir das Na-Propofolat/HPBCD
lasst sich eine leichtere Abspaltung des Propofols aus dem Komplex
voraussagen, wohingegen flr Propofol/HPBCD die Abspaltung langsamer, aber
Uber einen langeren Zeitraum erfolgen durfte. Im Vergleich zu der hohen
Zytotoxizitat des Propofols als Lipidemulsion ergibt sich aus den an der
CerebEND-Zelllinie durchgefuhrten Zyotoxizitatstests far HPBCD,
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Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD kein Nachweis einer Zytotoxizitat
nach 24-stindiger Exposition. Die Resultate zeigen fir die drei Testverfahren
die jeweils gleiche Reihenfolge mit der hochsten Zellvitalitat fir die mit Na-
Propofolat/HPBCD behandelten Zellen und der niedrigsten Zellvitalitat fur
HPBCD. In dem Comet-Assay zeigt sich nach 24-stiindiger Exposition bei 37 °C
fur HPBCD, Propofol/HPBCD und Na-Propofolat/HPBCD keine genotoxische
Wirkung an der HL-60-Zelllinie. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen fur die
Fortsetzung der Untersuchungen von Propofol/HPRBCD und

Na-Propofolat/HPBCD als aussichtsreiche Option der Propofol-Formulierungen.
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7. Gerate und Materialien

Geriate

Hersteller

CC200 F1 Controller

NETZSCH (Selb, Deutschland)

DSC 204 F1 Phoenix

NETZSCH (Selb, Deutschland)

NMR-Fourier 300 (1 H; 300 MHz)

Bruker Biospin (Rheinstetten,
Deutschland)

Software-/Auswertungsprogramme /
Datenbanken

Hersteller

Amber Molecular Dynamcis Package
12

NAFlex (Barcelona, Spanien)

Autodock v.4.2.5.1

Scripps Research (San Diego, USA)

GAFF (General Amber Force Field)

NAFlex (Barcelona, Spanien)

GLYCAM_06j-1

Professor Robert J. Woods (University
of Georgia, Athens, USA)

GTKDynamo v.1.8.1

EAZY Hibrid (Brasilien)

Komet 5 (Comet-Assay)

BFi OPTILAS (Grdbenzell,
Deutschland)

Magellan Tecan

Tecan AG (Mannedorf, Schweiz)

MestreNova v.12.0.4 (NMR-
Programm)

Mestrelab Research (A Coruia,
Spanien)

PubChem (Datenbank)

United States National Library of
Medicine (USA)

Pymol v.1.2

DelLano Scientific LLC (San Francisco,
USA)

ROSETTA v.5.98

BakerLab (University of Washington,
USA)

Materialien

Hersteller

Deckglaser (24 mm x 24 mm)

Glaswarenfabrik Karl Hecht
(Sondheim vor der Rhon,
Deutschland)

Elektrophoresekammer (Sub Cell)

BioRad (Hercules, USA)

Fluoreszenzmikroskop

Labophot 2 (Nikon GmbH, Dusseldorf,
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Deutschland)

Glasflaschen (steril, mit Deckel)

Glison (Middleton, USA)

Glaskuvette (Hellmann-Kuvette)
(mit Aluminiumfolie verpackt)

Glison (Middleton, USA)

Glaspipette (20 ul, 100 pl, 200 yl und
1000 pl)

Glison (Middleton, USA)

Glaspipetten (steril mit Pipettierhilfe)

Glison (Middleton, USA)

Laborschuttler

GLW (Kilegg, Deutschland)

Lichtmikroskop mit Zellkammer

Kern & Sohn (Balinger, Deutschland)

Mikrowelle

Bosch (Gerlingen, Deutschland)

Reaktionsgefalle mit anhangendem
Deckel

Glison (Middleton, USA)

Roéhrchen (konisch)

Glison (Middleton, USA)

Superfrost Objekttrager
(76 mm x 26 mm x 1 mm)

Glaswarenfabrik Karl Hecht
(Sondheim vor der Rhon,

Deutschland)
Videokamera (5.1 MP CMOS Excelitas PCO (Keilheim,
Microscopic Camera) Deutschland)

Vortex

GLW (KiRlegg, Deutschland)
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7.1 Medien und Losungen fiir die Zellkulturen

Medien und Losungen fiir die

Zellkulturen

Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM mit 4500 mg/l Glukose, L-
Glutamin,Natriumhydrogencarbonat)
(D-5796)

Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS) (D-8537)

Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

Fetales Kalberserum (FCS) (F-7524)

Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

Hanks‘ Balanced Salt Solution (HBSS)
(mit Mg*?und Ca*? modifiziert) (55037C)

Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

Zytotoxizitatstests

Hersteller

Cell Proliferation Kit | (MTT-Test)
(MTT-Stammlosung (M2128))
(11465007001)

Roche (Basel, Schweiz)

Cytotoxicity Detection Kit (LDH-Assay)
(eingefroren) (11644793001)

Roche (Basel, Schweiz)

Cell Proliferation & Toxicity Assay
(EZ4U-Test) (04-BI-5000)

Alpco (Salem, USA)
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7.2 Chemikalien

Hersteller

Agarose-HighMeltingPoint
(1g Schmelzpunkt: 95 °C)(CAS Nr.[9012-
36-6])

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Agarose-LowMeltingPoint (A4018)
(1g Schmelzpunkt: 42°C)

Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

DABCO (CAS-Nummer: [280-57-9])

Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

DMSO (CAS Nr.: [67-68-5])
MW:78,13 g/mol

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure di-
Natriumsalz Dihydrat, Titriplex I11)
MW: 372 g/mol

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Gel Red-Stocklosung/
1,4Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)
(H2O2-Stock 30 %)

Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

HPBCD

Wacker Chemie

(Minchen, Deutschland)

Methanol (CAS Nummer: [67-56-1])
(MW: 32,04 g/mol)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Methylmethansulfonat (CAS Nummer:
[66-27-3]) (MW: 110.13 g/mol))

Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

Na-N-Lauroylsarcosinat
(MW: 293,39 g/mol)

AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

Na-Propofolat/HPBCD
(Zusammensetzung per 1,0ml:
Propofol 15 mg, HPBCD 249,9 mg,
Askorbinsaure 5,0mg, EDTA 0,2mg)

Cyclolab (Budapest, Ungarn)

Natriumchlorid
(MW: 58,44 g/mol)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumhydroxid
(MW: 40,00 g/mol)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

PBS/CMF-Puffer (KN: 10010023)

ThermoFisher (Waltham, USA)

Propofol (1%, 10 mg/ml)

Fresenius (Bad Homburg,
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Deutschland)
Propofol/HPRCD Cyclolab (Budapest, Ungarn)
TRIS (MW: 121,14 g/mol ) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Triton X-100 (X-100-500ml) Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)
Wasserstoffperoxid-Lésung (H.O,) Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)
30 % (w/w) in HO (CAS Nr.: [67-68-5])
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7.3 Losungen

Losungen

Herstellung

DABCO

« 250 mg DABCO-Pulver
« 10 mlI PBS
* 90 ml Glycerin

Elektrophoresepuffer
(pH 14)

Stammldsung:
* 200 g NaOH-LAsung (5 mol)
* 74,469 EDTA-L6sung (0,2 mol) (Titriplex IlI)
auf 1 | destilliertes H,O auffullen

Gebrauchslosung:
* 120 ml NaOH-L6sung (5 mol)
10 ml EDTA-L6sung (0,2 mol)
auf 1 | destilliertes H,O auffullen

GelRedGebrauchslésung

* 10 pl Stocklésung
* 990 pl destilliertem H,O

HMP-Agaroseldsung in
PBS/CMF (1,5 %)

» 1500 mg Agarose 0,75 % zu

« 100 ml PBS/CMF-Puffer

* Die Agaroselosung in der Mikrowelle
aufkochen bis sie vollstandig flussig ist.
Menzel Superfrost Objekttrager bis zur
Halfte in die flissige Agarose eintauchen,
die Ruckseite abwischen und den

Objekttrager liegend trocknen lassen.

LMP-Agaroseldésung  in
PBS/CMF (0,5 %)

50 mgAgarose 0,5 % zu

* 10 ml PBS/CMF-Puffer

 Die Agaroseldosung sehr kurz in der

Mikrowelle aufkochen und anschlieRend im
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Wasserbad auf 37 °C temperieren.

Lysepuffer (pH 10) 146,10 g NaCl (2,5 mol)
37,22g EDTA (100 mmol)
1,21g Tris (10 mmol)
10,00 g Na-Sarxosinat (1% )
zu einem 1 | destilliertem H,O hinzufigen
(pH 10 mit NaOH Lésung (5 mol) einstellen)

Lysepuffer- 89 % Lysepuffer, 10 % DMSO, 1 % Triton X-100
Gebrauchslosung * 66,75 ml Lysepuffer (pH 10)

* 7,5mlI DMSO (10%)

* 0,75 ml Triton X-100

(am Tag vor der Durchflihrung herzustellen)

Neutralisationspuffer * 48,45 g des Tris (0,4 mol) zu 1 | destilliertem
(pH 7,5) H-O hinzufiigen (pH 7,5 mit HCI (9%)
einstellen)
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I. Abklirzungsverzeichnis

adj Adjustiert

API Active Pharmacological Ingredient

B-CD B-cyclodextrin

BHS Blut-Hirn-Schranke

CMF Calcium-Magnesium-frei

DABCO Triethylendiamin (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan)

DME Dimethylether

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DSC Differential Scanning Calorimetry
(dt.: Differentialkalorimetrie)

EDTA Ethylendiamintetraessigséure di-Natriumsalz
Dihydrat, Titriplex 11l

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

EZ4U XTT-Tetrazoliumreduktionstest

FCS dt.: Fetales Kalberserum

fs Femtosekunde

FDA Food and Drug Administration

FID free induction decay

FT Fourier-Transformation

GABA Gamma-Aminobuttersaure

HCI Chlorwasserstoffsaure

HL-60-Zellen Humane Leukamie Zellen

HMP High Melting Point

HSP Hitzeschockproteine

HPBCD Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

INT 2-[4-lodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-
phenyltetrazoliumchlorid

LDH Laktatdehydrogenase

LMP Low Melting Point
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MMS Methylmethansulfonat

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid

MW dt.: Molekulargewicht

NAD Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid

NADP Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

Na-Propofolat/ Natrium-Propofolat/Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin

HPBCD

NK Negativkontrolle

ns Nanosekunde

NMR dt.: Kernspinresonanz

oD Optische Dichte

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PK Positivkontrolle

PRIS Propofol-Infusionssyndrom

Propofol 2,6-Diisopropylphenol

Propofol/HPRCD Propofol/Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

SBEBCD Sulfobutylether-B-Cyclodextrin

TIVA Total intravendse Anasthesie

TMS Tetramethylsilan

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (THAM)

UDP Uridindiphosphat

WHO World Health Organisation

WST wasserlosliches Tetrazoliumsalz

ZNS zentrales Nervensystem
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IV. Anhang

Anhang 1: Gesamte Resultate des MTT-Tests nach 24-stiindiger Exposition bei 37 °C;

photometrische Messung bei 540nm/Referenzwellenlénge 620nm; alle

Messwerte sind dargestellt, CerebEND-Zellen, n = 3 (1-8 Zahlenreihe: 1. Versuch,

9-16 Zahlenreihe: 2. Versuch, 17-24 Zahlenreihe: 3. Versuch)

Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle
NK DMSO |PK PK + |HP-B- |HP-B- | Propofol/ | Propofol/ | Na-Propo | Na-Propo | Prop-

FCS |CD CD HP-3-CD | HP-B-CD |folat/ folat/ ofol
HP-B-CD |HP-B-CD

0,014, 0,292/0,834/1,164| 0,693 1,183 1,730 1,296 1,376 1,650/ 0,042
0,023, 0,240 0,664 1,136/ 0,839/ 1,103 1,603 1,438 1,598 2,116 0,042
0,018 0,084|0,933/0,900| 0,952 1,268 1,687 0,627 1,334 1,819/ 0,042
0,009, 0,282 0,674|0,909| 1,155 1,221 1,881 1,136 1,664 1,763 0,042
0,018| 0,325/0,721/1,183|1,037| 1,221 1,749 1,155 1,489 1,565| 0,033
0,019, 0,575 0,683|1,206| 0,749 1,004 1,819, 1,183 1,504 1,593 0,047
0,018, 0,108 0,810| 1,164 0,631/0,933 1,159 1,428 1,282 1,706 | 0,042
0,019, 0,099|0,726| 1,159 0,598 0,490 1,315 0,872 1,343 1,537/ 0,033
0,023, 0,033|0,829/1,400| 0,664 | 1,221 1,263 1,541 1,296 1,805/ 0,042
0,018 0,070 0,994 1,428 1,230/ 0,938 1,197, 1,466 1,376 1,805/ 0,047
0,009, 0,259/1,188/1,376| 1,018 0,853 1,216 1,527 1,574 1,782/ 0,033
0,018, 0,386 1,230|1,230| 0,919/ 1,126 1,386, 1,301 1,758 1,805/ 0,033
0,014, 0,084 1,065| 1,654 0,905 1,013 1,494, 1,461 1,829 2,145/ 0,037
0,009, 0,089 1,027|1,079| 0,905/ 0,975 1,362, 1,400 1,871 1,744 0,033
0,009, 0,287 0,994 1,183| 1,112/0,938 1,636, 1,711 1,815 1,918 0,023
0,009, 0,122]1,023/1,098| 1,018 0,900 1,513 1,140 1,673 2,032 0,033
0,018 0,198 1,065/ 1,235/ 0,942 1,065 1,475 1,824 1,338 0,028
0,023, 0,165 0,947|1,386| 1,004 1,433| 0,975 1,593 1,386 | 0,028
0,014, 0,042 1,296/1,338|0,947 1,254 1,362 1,433 1,645 0,056
0,018 0,033/1,277/1,291/ 1,060 1,126 1,249 1,419 1,617 0,061
0,018, 0,077 1,395|1,513| 1,254 1,296 1,504 1,735 1,513/ 0,033
0,018, 0,061 1,169|1,687| 1,230/ 0,344 1,555 1,735 1,452 0,033
0,014, 0,009 1,235|/1,508| 1,249 1,164 1,546 1,763 1,650 0,028
0,014, 0,014/1,206|1,532| 0,933 1,254 1,843 1,885 1,395/ 0,042
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Anhang 2: Gesamte Resultate des LDH-Assays nach 24-stiindiger Exposition bei 37 °C,

photometrische Messung bei 492 nm; alle Messwerte sind dargestellt, CerebEND-
Zellen, n = 3 (1-8 Zahlenreihe: 1. Versuch, 9-16 Zahlenreihe: 2. Versuch,
17-24 Zahlenreihe: 3. Versuch)

Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle

NK DMSO |PK PK + |HP-B- |HP-B- |Propofol/ | Propofol/ | Na-Propo | Na-Propo | Prop-
FCS |CD CD HP-3-CD | HP-B-CD | folat/ folat/ ofol
HP-B-CD |HP-B-CD
0,048, 0,038|0,965| 1,111]0,824 0,919 0,826, 0,892 0,981 0,912/0,035
0,036 0,048 1,030/1,137| 0,861| 0,884 0,849 0,906 0,997 0,964 0,030
0,052| 0,045 0,989|1,101 0,837 0,881 0,837 0,883 0,990 0,949 0,045
0,033, 0,049|1,034/ 1,145/ 0,821 0,899 0,824, 0,897 0,940 0,968/0,047
0,055/ 0,058/ 1,016|1,125| 0,810/ 0,794 0,864 0,876 1,030 0,940/ 0,033
0,045 0,030|1,014| 1,111]0,871 0,796 0,845 0,870 1,035 0,884 /0,038
0,043 0,048|1,031/1,123|0,840 0,779 0,827, 0,846 0,964 0,892/ 0,041
0,054 0,031/0,991/1,135| 0,821| 0,792 0,862| 0,860 1,004 0,930/ 0,031
0,047, 0,027/1,012/1,061|0,818 0,893 0,871 0,933 0,904 0,974/0,033
0,045/ 0,032/0,999|1,105| 0,796| 0,883 0,852| 0,938 0,905 1,003| 0,035
0,028 0,035/ 1,004|1,092| 0,938| 0,835 0,940| 0,907 1,054 0,997 0,041
0,043, 0,032|1,008|1,145| 0,935 0,849 0,938 0,919 1,014 1,033/0,049
0,033| 0,047/0,9771,141|0,879| 0,845 0,905 0,922 1,004 0,987 0,041
0,048 0,045| 0,964 1,089 0,846 0,866 0,919 0,894 1,023 0,996/ 0,032
0,047, 0,031/0,958/1,106| 0,883 0,874 0,899 0,912 1,024 0,986/0,048
0,039| 0,043/0,997|1,120| 0,914| 0,846 0,909 0,887 1,035 1,012/ 0,036
0,035 0,042|1,001/1,122| 0,922 0,846 0,919 0,893 1,009 0,972/0,053
0,041 0,036/0,975| 1,111| 0,909| 0,922 0,891 0,926 0,986 0,990 0,039
0,043 0,039/0,981|1,091| 0,766| 0,906 0,856| 0,901 0,938 1,018/ 0,033
0,033, 0,049|1,027/1,091|0,759 0,893 0,819 0,891 0,920 0,961/0,047
0,039 0,034/1,019/1,103| 0,878| 0,903 0,869 0,923 0,964 0,973/ 0,039
0,048, 0,036/ 0,995/ 1,083| 0,906 0,892 0,911 0,912 0,944 1,008/0,028
0,047, 0,035/0,993/1,054|0,879 0,869 0,915 0,883 0,942 0,981/0,031
0,035/ 0,032/ 1,009/1,134| 0,856/ 0,914 0,874 0,921 0,974 0,988 0,045
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Anhang 3: Gesamte Resultate des EZ4U-Tests nach 24-stiindiger Exposition bei 37 °C;

photometrische Messung bei 450 nm/ Referenzwellenlédnge von 590 nm; alle
Messwerte sind dargestellt, CerebEND-Zellen, n = 3 (1-8 Zahlenreihe: 1. Versuch,
9-16 Zahlenreihe: 2. Versuch, 17-24 Zahlenreihe: 3. Versuch)

Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle

NK DMSO |PK PK + |HP-B- |HP-B- |Propofol/ | Propofol/ | Na-Propo | Na-Propo | Prop-
FCS |CD CD HP-B-CD | HP-B-CD |folat/ folat/ ofol
HP-3-CD |HP-3-CD
0,250| 0,049 0,852|1,066| 0,758| 0,803 0,741 0,865 1,004 1,039/ 0,034
0,250 0,051,0,848|1,094| 0,709/ 0,713 0,611 0,867 0,911 1,120/0,019
0,252 0,049/0,795/1,109| 0,735/ 0,763 0,737 0,916 1,286 1,132/ 0,019
0,256, 0,070/0,812/1,043|0,722 0,829 0,713, 0,878 0,944 1,092 0,051
0,252 0,021,0,797/0,972| 0,737/ 0,842 0,863| 0,904 1,207 1,113 /0,064
0,254, 0,029/0,829/1,017|0,771 0,825 0,782, 0,874 0,893 1,083/0,027
0,258 0,029/0,974/1,122| 0,741 0,814 0,658 0,912 0,844 1,137/0,040
0,269 0,021,0,895|1,002| 0,696| 0,837 0,737| 0,887 1,083 1,105| 0,023
0,215/ 0,218/ 0,912/1,182| 0,857| 0,884 0,837 1,011 1,139 1,244 /0,106
0,224| 0,228 1,006|1,173| 0,816| 0,840 0,812 0,897 1,102 1,113/0,100
0,198 0,179/0,921|1,152| 0,822| 0,822 0,803 0,884 1,179 0,993/ 0,121
0,220, 0,209|0,966/1,175/0,872 0,773 0,872 1,006 1,592 1,276/ 0,115
0,237| 0,228/ 0,925/1,479| 0,983| 0,844 0,944 0,872 1,250 1,244 /0,025
0,235 0,239/1,432|1,466| 0,861 0,818 0,846, 0,876 1,101 1,124/0,017
0,237 0,237/1,192/1,261| 0,829 0,694 0,831 0,675 1,190 0,955/0,044
0,232 0,230/1,197|1,169| 0,874| 0,893 0,848 0,957 1,188 1,246|0,019
0,237 0,230(1,237/1,267|0,872 0,773 1,079, 0,914 1,429 1,190/ 0,023
0,237| 0,235/1,248|1,295| 0,782/ 0,778 0,899 0,852 1,031 1,158| 0,029
0,239 0,224|1,244/1,254| 0,607 0,765 0,767 0,741 0,957 1,162| 0,036
0,235 0,230|1,158/1,276| 0,651 0,799 1,071 0,799 1,344 1,173/0,017
0,190 0,211,0,923/1,169| 0,842/ 0,820 0,859| 0,820 1,404 1,194/ 0,130
0,209, 0,205/0,985/1,124| 0,861 0,760 0,844 0,842 0,951 1,161/ 0,113
0,205 0,198|0,955/1,105| 0,852 0,805 0,799 0,807 1,149 1,203 /0,081
0,194 0,190 0,887|1,220| 0,848/ 0,788 0,820 0,848 1,102 1,149/0,143
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Anhang 4: Auswertung der Zellvitalitdt des Comet-Assays vor der Auswertung mittels der
Auswertungssoftware Komet 5 (BFi OPTILAS, Grébenzell, Deutschland)

nach 24-stiindiger Exposition bei 37 °C; mikroskopisch wurden jeweils 200 Zellen

pro Test und pro Substanzausgezéhit HI-60-Zellen, n = 3,
(V1 = Versuch 1, V2 = Versuch 2,V3 = Versuch 3), Angaben in Prozent

VA1 V1 V2 V2 V3 V3

Lebend: |Tod: Lebend: |Tod: Lebend: |Tod:
PK 97,5 2,5 97,5 2,5 98,5 1,5
NK 97 3 98 2 98,5 1,5
HP-B3-CD 96,5 3,5 97,5 2,5 99 1
Propofol/ 81,5 18,5 94 6 91,5 8,5
HP-B-CD
Na- 85 15 87,5 12,5 87,5 12,5
Propofat/
HP-3-CD
Propofol 0 100 0 100 0 100

Anhang 5: Auswertung der Vorversuche des Comet-Assays mittels der
Auswertungssoftware Komet 5 (BFi OPTILAS, Grébenzell, Deutschland)
nach 24-stiindiger Exposition bei 37 °C; n = 3,
(V1 = Versuch 1, V2 = Versuch 2,V3 = Versuch 3)

Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle, dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen

Tests in Prozent

NK 12,5 pmol HO, |25 pymol HO, |50 pmol HzO, | 100 pmol HxO,
V1| 8,6 8,8 21,8 53,9 79,3
V2| 85 8,9 22,6 55,3 82,8
V3| 8,6 8,7 20,8 51,9 76,4

Anhang 6:Auswertung der Testsubstanzen des Comet-Assays mittels der
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Auswertungssoftware Komet 5 (BFi OPTILAS, Grobenzell, Deutschland)
nach 24-stiindiger Exposition bei 37 °C; n =3,
(V1 = Versuch 1, V2 = Versuch 2,V3 = Versuch 3)

Referenz: Mittelwert der Positivkontrolle, dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen

Tests in Prozent

Negativkontrolle HP-3-CD Propofol/HP-3-CD | Na-Propofolat/HP-3-CD
V1 29,3 27,7 33,6 33,3
V2 30,4 38,1 40,1 46,8
V3 30,7 30,3 31,9 33,6
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