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Fur meine Familie.

,Inmitten der Schwierigkeiten liegt die Moglichkeit.”

Albert Einstein (1879 -1955)
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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Leberversagen

Die Leber verfligt tber eine grolde Reservekapazitat in der Auslibung vieler ihrer Funktionen wie
Proteinsynthese, Stoffwechsel- und Entgiftungsfunktion. Jedoch kommt es durch Beein-
trachtigung der Leberfunktion (Leberinsuffiziens, Leberdysfunktion, Leberversagen) zu Funk-
tionsstérungen der Leber bis hin zu einem akut lebensbedrohlichen Zustand beim Leber-
versagen[3, 4].

Bei Intensiv (ITS)-Patienten kann sowohl ein primares als auch ein sekundares Leberversagen
auftreten [2, 5-7]. Bei Systemerkrankungen mit schweren Verldufen wie z.B. Sepsis SIRS im
Rahmen einer Pankreatitis, kann aus einer Leberdysfunktion ein sekundares Leberversagen
hervorgehen, welches die Prognose der Patienten entscheidend verschlechtert [8—11].
Vorwiegend Patienten mit einem septischen Schock oder einer schweren Sepsis entwickeln zu
19-22 % eine Leberdysfunktion bis hin zum Leberversagen [12]. In Abh&ngigkeit von der Atiologie
und den Komplikationen eines akuten Leberversagens betragt die Mortalitat der Patienten 20 bis
80 % [13-16]. Weiterhin koénnen aus einer Leberdysfunktion weitere zahlreiche
Beeintrachtigungen anderer Organsysteme resultieren, die letztendlich zu einem Multiorgan-
versagen flihren kénnen [15, 17, 18]. Eine prospektive Multizenterstudie stellte fest, dass die
frihe Leberdysfunktion bei ITS-Patienten als der bedeutsamste mortalitatsrelevante Faktor,
selbst nach Korrektur fir andere Organversagen darstellt. Die Inzidenz bei ITS-Patienten mit
einer frihen Leberdysfunktion (Serum-Bilirubin > 36,4 pmmol/l; 48 h nach Aufnahme) betragt
etwa 11 % [19].

Zu den primaren Ursachen des Leberversagens gehort die Entwicklung einer Leberinsuffizenz
auf die Progression einer lang vorbestehenden Lebererkrankung. In dem Fall spricht man von
einem chronischen Leberversagen (CLI). Ein Beispiel dafur ist ein jahrelanger Alkoholmiss-
brauch durch den immer mehr Leberzellen zerstért werden und das Gewebe vernarbt. In
manchen Fallen nimmt auch eine chronische Virusinfektion wie die Hepatitis C einen schweren
Verlauf und mundet letztlich in einem Leberversagen [19]. Als ,akut-auf-chronisches
Leberversagen® bezeichnet man die Rekrudeszenz einer bereits bestehenden Leberer-
krankung, die im Rahmen einer Infektion (z.B. Pneumonie, spontanbakterielle Peritonitis),
schwerer gastrointestinale Blutungen oder durch Rekrudeszenz der Grunderkrankung (z.B.
alkoholische Hepatitis oder akuter Schub einer chronischen Hepatitis B) resultieren [6, 20, 21].
Die 30-Tage-Mortalitat ist hoch und betragt etwa 50 bis 66 % [14, 22]. Das akute Leberver-sagen
(ALV), ein seltenes lebensbedrohliches Krankheitsbild mit pldtzlichem Funktionsverlust ohne
bevorstehender Lebererkrankung oder schwere akute Stérung der metabolischen Leberfunktion

mit eingeschrankter Synthese-/ Detoxifikationsfunktion. Einerseits kann das ALV als hepatische
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Erkrankung, anderseits allerdings auch als Folgeerkrankung anderer patholo-gischer Vorgange
im Korper auftreten. Epidemiologisch kommt dies deutlich seltener als das CLI vor, etwa 200 bis
500 Menschen entwickeln in Deutschland jahrlich ein ALV. Wobei die Daten aus Deutschland rar
und weitestgehend retrospektiv erhoben worden sind [23]. Klinisch definiert sich das ALV im
engeren Sinne, z.B. als Komplikation einer Hepatitis oder einer Vergiftung durch die Trias:
Koagulopathie, lkterus und hepatische Enzephalopathie (HE) [24]. Das Krankheitsbild ALV ist
entsprechend seiner zeitlichen Entwicklung in Subtypen unterteilt. Dabei unterscheidet der
Zeitraum zwischen Auftreten lkterus und HE das akute (Zeitraum < 2 Wochen) vom subakutem
(Zeitraum > 2 Wochen) Leberversagen. Eine andere Einteilung nach O’Grady definiert ein
hyerakutes (0-7 Tage), ein akutes (8-28 Tage) und ein subakutes Leberversagen (29-72 Tage)
[25, 26]. Wie in Tab. 1 gezeigt, sind die Ursachen fiir ein akutes Leberversagen vielfaltig, wobei
jedoch die Virushepatitiden, Medikamente und Vergiftungen die Rangliste anfuhren. Jedoch bleibt
in bis zu 20 % der Falle der Ausldser der Leberentziindung unklar (kryptogene Hepatitis), die

letztlich zum Leberversagen fihren kann [27-29].

Tab. 1 Einteilung der Ursachen fiir akutes Leberversagen [1, 2]

Infektionen - Virushepatitiden A-E, wobei auch HBV-HDV-Doppelinfektionen
- Gelbfiebervirus, CMV, EBV, HSV, Q-Fieber, Tuberkulose

Hepatotoxine - Medikamente: Paracetamol, Halothan, Isoniazid, Ketoconazol, Tetrazykline
- Alkohol und Drogen (Ectasy)
- Knollenblatterpilz (Amanita phalloides)
- Chemikalien: Tetrachlorkohlenstoff, Lésungsmittel

kardivaskulare - Rechtsherzversagen, Pfortaderthrombose, Kreislaufschock
Ursachen - Buddi-Chiari-Syndrom

metabolische - Morbus Wilson

Ursachen - akutes Schwangerschaftsleber, HELLP-Syndrom

- Reye-Syndrom Galaktosamie, hereditare Fruktoseintoleranz

andere Ursachen - massive Lebermetastasierung, Autoimmunhepatitis, Leberteilresktion

Fir die Prognose sind das Intervall zwischen Auftreten des Ikterus und der HE, das Ausmal} der
HE, sowie das Alter des Patienten und die Ursache des Leberversagens von grof3er Bedeutung
[30].

1.2 Hepatotoxizitat durch Arzneimittel

Die Anwendung eines wirksamen Arzneimittels ist auch mit dem Risiko unerwlnschter
Arzneimittelwirkungen (UAW) verbunden. Dieser Dualismus zeigt sich auch in der Etymologie
des Wortes ,pharmacon®, das neben ,Arzneimittel“ auch ,Gift* bedeutet [31]. Aktuelle Daten aus

Deutschland, Frankreich, Australien und USA belegen, dass bis zu 20 % aller Krankenhaus-
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aufnahmen auf eine UAW einer Pharmakotherapie beruhen [32]. Jede zehnte UAW betrifft die
Leber [21, 33, 34]. Die medikamenten-induzierte Hepatotoxizitat (,Drug-Induced Liver Injury” -
DILI) ist laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) als eine Arzneimittelnebenwirkung oder -
wirkung definiert, die vorwiegend die Leber betrifft und funktionelle und strukturelle
Veranderungen durch Fremdstoffe verursacht. Eine DILI kann bis zum fortgeschrittenen
Leberversagen fiihren und ist mit einer hohen Mortalitdt verbunden. Aufgrund dessen gehort
Hepatotoxizitat durch Arzneimittel zu den haufigsten Medikamenten-induzierte Todesursachen,
da bei mehr als 75 % der Patienten trotz Behandlung eine ALV tddlich verlauft.

Die Leber gilt als Hauptorgan der Manifestation arzneimittelbedingter Nebenwirkung, da dieses
Organ eine zentrale Rolle im Stoffwechsel von Fremdsubstanzen spielt und wichtig flir den
Arzneimittelstoffwechsel ist [35—37]. Als primar hepatotoxisch nennt man Substanzen, die bereits
in unveranderter Form toxisch bei der Leberpassage wirken. Wahrend latent hepato-toxisch
wirkende Substanzen ihre Hepatotoxizitdt sekundar nach ihrer Metabolisierung entfalten. Bei
zwei Drittel der medikamentds induzierten Falle ist der unsachgemafe Gebrauch von
Paracetamol (PCM) fiir das ALV verantwortlich, das letzte Drittel entfallt auf andere Arzneistoffe,
insbesondere Antibiotika und nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) [38]. Zu den gefahrlichsten
Arzneimittelgruppen zahlen in absteigender Reihenfolge: Zytostatika, Kardika, Antikoagulanzien,
Antidiabetika und NSAR [39].

1.2.1 Klassifikation

Die arzneimittelbedingten Leberschaden werden in die idiosynkratische (unvorhersehbare) und

die toxische (vorhersehbare) Form unterschieden [40].

Der idiosynkratische Typ ist eher selten. Dabei zeigt sich keine direkte, sondern eine indirekte
unvorhersehbare Leberschadigung bei normaler Dosierung eines Arzneimittels. Man unter-
scheidet zwischen einer immunologischen (Symptomeintritt nach einer bis finf Wochen) und
einer metabolischen Wirkung (Anzeichen meist nach wenigen Tagen), abhangig von der Reaktion
des Organismus auf die Einnahme des Medikamentes. Die idiosynkratische Toxizitat lasst sich
jedoch aufgrund ihrer seltenen Inzidenz von 1:10.000 bis 1:100.000 Patienten haufig erst nach
Markteinfihrung entdecken, da bis zur Zulassung selten mehr als einige Tausend Patienten

langere Zeit mit einem neuen Wirkstoff behandelt worden sind [41, 42].

In erster Linie zeigt sich der toxische Typ, bei dem die leberschadigende Wirkung des
Medikaments eindeutig kalkulierbar ist. Der Einfluss auf die Leber ist vorhersehbar, dosis-
abhangig und tritt direkt ein. Es kommt zu einer Schadigung der Hepatozyten (Nekrose mit
Zelluntergang, Leberzellverfettung = Steatose) oder von Zellen des Gallengangs. Es gibt Medi-
kamente wie Isoniazid, Mercaptopurin, Methotrexat, Tetracyclinen und Paracetamol (PCM), die

durch Uberdosierung eine vorsehbare toxische Leberschadigung bewirken [36, 37, 43].
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Paracetamol als Modellsubstanz fiir Hepatotoxizitdt

Aufgrund seiner guten Vertraglichkeit ist PCM eines der bekanntesten, nicht-verschreibungs-
pflichtigen Schmerz- und Fiebermittel und gilt besonders in der Padiatrie als Standard-
therapeutikum. Jedoch ist PCM schon seit Langem als hepatotoxische Substanz bekannt. PCM
verfugt Uber eine geringe therapeutische Breite und kann somit zu einer toxininduzierten
Leberschadigung und einem ALV durch die Uberschreitung der als ungeféhrlich geltenden
Tageshoéchstdosis von 4 g [44, 45] fihren. Die Hoéchstdosis muss dem Patienten angepasst
werden, da die Dosisvertraglichkeit mit zunehmender vorbestehender Leberschadigung und in
Abhangigkeit verschiedener Parameter [21, 23, 46], wie z.B. bei chronischem Alkoholkonsum
(Induktion von CYP2E1), bei Patienten mit Herzinsuffizienz (verminderte Glutathion (GSH)-
Spiegel), Morbus Gilbert (verminderte Glukuronidierung) oder bei Untererndhrung und langem
Fasten (verminderte Glukuronidierung), abnimmt.

Die Uberdosierung kann unbeabsichtigt, durch Langzeitmedikation, durch kombinierte Ein-
nahme mehrerer paracetamolhaltiger Medikamente, was bei 50 % der Patienten zutrifft, oder in
suizidaler Absicht verursacht sein [21, 47]. Bei der Metabolisierung wird PCM durch Konjugation
zu Glucuronsaure (65 %) und Sulfatester (35 %) eliminiert und zu etwa 5 % unverandert ausge-
schieden [48]. Weniger als 5 % des PCM wird durch das Cytochrom-P450-System (CYP2E1, -
1A2 und -3A4) metabolisiert. Dabei entsteht der hochreaktive und kurzlebige Metabolit N-Acetyl-
p-Benzochinonimin (NAPQI) [49, 50]. Dieser Metabolit wird durch GSH unter Bildung von
Mercaptursaure entgiftet und anschlieRend renal eliminiert [51]. Bei einer PCM-Uberdosierung
kommt es zur Sattigung der Glukuronidierung und Sulfatierung und dadurch zur verstarkten
Bildung von NAPQI durch das Cytochrom (CYP)-System. Durch die Entgiftung von NAPQI kommt
es zum vollstdndigen Verbrauch des zellularen GSH-Kontingents. Anschlie®end kommt es zur
kovalenten Akkumulation von Uber-schussigem NAPQI an hepatische Proteine und Enzyme, die
fur die toxische Wirkung sorgen [52—54]. Die PCM-Hepatotoxizitat ist sehr gut charakterisiert [55].
Zahlreiche Studien geben Hinweise darauf, dass eine PCM-Uberdosierung zu oxidativen Stress
[56, 57] in den Zellen, zu Transkriptionsveranderung, sowie zu Induktion von
proinflammatorischen [58, 59] und apoptotischen [60] Signalwegen fiihrt. Allerdings sind der
exakte Mechanismus der PCM-Toxizitdt sowie seine involvierten Reaktionswege noch nicht

vollstandig geklart.

1.2.2 Mechanismen der Hepatotoxizitéit / Biotransformation

Der Organismus hat zwei Abwehrsysteme: einerseits das Immunsystem und andererseits das
CYP450-System. Die Aufgabe vor Fremden zu schitzen, erfilllen die Systeme meist gut, jedoch

sind sie auch fir viele hepatische Nebenwirkungen von Medikamenten verantwortlich [41].
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Aktuell sind mehrere molekulare Mechanismen, die Leberschaden hervorrufen, bekannt.
Arzneimittel sind kleine organische Molekile und sind aufgrund dessen unfahig eine direkte
Immunabwehr des Koérpers hervorzurufen. Viele hepatozelluldare Reaktionen flhren Uber das
CYP450 zu Substanzveranderungen. Beim Arzneistoffmetabolismus durch das CYP450 kénnen
reaktive Zwischenprodukte (reaktive Metabolite, reaktive Sauerstoffradikale (ROS), freie
Radikale) entstehen, die lonenpumpen, Transporter, ungesattigte Lipide, Proteine und Desoxy-
ribonukleinsauren (DNA) attackieren [61]. Durch kovalente Bindung an DNA oder Proteine, kann
es zur Erzeugung funktionsunfahiger Enzyme kommen. Kdrpereigene Schutzmecha-nismen
kénnen solche Zwischenprodukte entgiften, bevor die Zellen zu Schaden kommen. Zu toxischen
Auswirkung kommt es erst dann, wenn die kérpereigenen Schutzmechanismen Uberfordert
werden. Die entsprechende Immunantwort kann zur Lyse von Zellen fuhren. Das am besten
dokumentierte Beispiel fur einen durch einen reaktiven Metaboliten ausgeldsten Leberschaden
ist PCM [62]. AuRerdem sind die entstanden kdrperfremden Arzneimittel-Protein-Verbindungen
grold genug, um als potenzielles Ziel von der Immunabwehr des Kdrpers zusatzlich erkannt zu
werden. Durch die Prasentation der Verbindung durch Antigen-prasen-tierende Zellen an der
HepatozytenauRenseite kommt es zu einer immunologischen Antwort tGber Zytokine und T-Zellen
[63]. Klassisches Beispiel ist das Anasthetikum Halothan. Bei etwa 1:10.000 anasthesierten
Patienten tritt nach der ersten Exposition eine Leberschadigung auf. Nach Mehrfach-Expositionen
ist die Hepatotoxizitat viel haufiger. Im Serum von Patienten mit schwerer Halothan-Hepatitis
finden sich Antikérper gegen durch das Anasthetikum modifizierte Protein, die die Hepatozyten
lysieren. Andere Arzneimittel aktivieren apoptotische Pfade, in dem sie Gber den Tumor-Nekrose-
Faktor a (TNF-a) intrazellulare Caspase-Kaskaden aktivieren, die durch den Abbau von
Chromatin im Zellkern den programmierten Zelltod ausldésen [64]. Stérungen der B-Oxidation
fuhren zu einer mikrovesiku-laren Steatose, die ein morphologisches Charakteristikum einer
mitochondrialen Funktionsstérung darstellt [41]. Es kommt zur Beeintrachtigung der
Energieproduktion der Zelle und der Mitochondrienfunktion durch die Behinderung der (-
Oxidation sowie durch den negativen Einfluss auf die Proteine der Atmungskette. Durch die
Beeintrachtigung der Funktion der Atmungskette kann es vermehrt zur Bildung von ROS
kommen, die direkt die mitochondriale DNA schadigen kdénnen. Weiterhin kann durch die
Arzneimittelwirkung auf die B-Oxidation die Fettsauren-Metabolisierung limitiert werden, was eine
Anreicherung von Lactat und Triglyceriden und damit die Verfettung der Leber zur Folge hat [65].
Cholestase ist eine haufige Manifestation medikamentés-toxischer Leberschaden und wird durch
Medikamente verursacht, die durch einer Inaktivierung von lonenpumpen und anderen
Transportproteinen den Gallenfluss behindern [66]. Folglich kommt es zu einer intrazellularen
Akkumulation von potentiell toxischen hydrophoben Gallensauren, die zur Apoptose fiihren. Viele
Arzneistoffe, insbesondere deren Metabolite, bilden Coenzyme-A-Ester und sequenzieren das

Coenzym-A (CoA), welches fur die Oxidation von endogenen Substraten nicht mehr zur
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Verfligung steht. Klinisch aulert sich diese mitochondriale Stérung oft in Form einer Laktatzidose
oder einer Hyperammoniamie. Ob in erster Linie oxidativer Stress, die Freisetzung von Zytokinen
aus Kupffer-Sternzellen, die Hemmung von lonen-pumpen oder/und einer Perfusionsstérung fur
resultierende Apoptose und Apoptose der Hepatozyten verantwortlich ist, wird weiterhin
diskutiert. Mit grof3er Wahrscheinlichkeit ist eine Kombination dieser Prozesse ausschlaggebend
fur den Leberschaden [67].

Fremdstoffmetabolismus und Cytochrom P450-Enzyme

Der grote Teil der Arzneistoffe ist lipophil und damit in der Lage, Zellmembranen einem
Konzentrationsgefalle folgend zu passieren. Uber die Niere werden Fremdstoffe haupts&chlich in
wasserldslicher Form ausgeschieden. Aufgrund dessen ist die Umwandlung der lipidléslichen
zugefuhrten Fremdstoffe in wasserlosliche Metabolite notwendig. Fir die meisten Fremdstoffe
lAuft die Biotransformation in der Leber in drei Phasen ab [68]. Alle drei Phasen haben dabei
einen entscheidenden Einfluss auf die Toxizitat von Substanzen, da sie sowohl zur Toxifi-zierung
als auch Detoxifizierung fihren kdénnen [69, 70]. Bei der Funktionalisierung, Phase-l, werden
lipophile Stoffe in Oxidations-, Reduktions- oder Hydrolysereaktionen in polare, hydrophile
Verbindungen umgewandelt bzw. polare Gruppen freigelegt [71]. Die wichtigsten Enzyme des
Phase-I-Stoffwechsels sind die CYP450-abhangigen mischfunktionellen Monooxy-genasen. Die
CYP450 Monooxygenasen sind hauptsachlich im endoplasmatischen Retikulum von Leberzellen
und in Darmgewebe aber auch in anderen Organen, wie Lunge, Niere, Hodengewebe, Gehirn
etc., exprimiert [72]. Die CYP-Superfamilie besteht aus mikrosomalen Hamoproteinen. Die CYP-
Enzyme oxygenieren das Substrat, dadurch wird die Elimination verbessert und die
Lipidioslichkeit des Substrates vermindert. Gleichzeitig findet eine Reduktion von Sauerstoff statt.
Aufgrund der Doppelfunktion (Oxidation des Substrats und Reduktion von Sauerstoff) werden die
CYP-Enzyme als mischfunktionelle Oxygenasen bezeichnet. Die Klassifizierung der P450
Monooxygenasen erfolgt anhand ihrer Aminosauresequenzidentitat [73]. Einige der Phase-I-
Metabolite selbst sind pharmakologisch wirksam bzw. die Metabolite selber stellen das
eigentliche Wirkprinzip dar (,Prodrug®). In der Regel schlief3t sich an den Metabolisierungsschritt
der Phase-| die Konjugationsreaktionen der Phase-Il mit kdrpereigenen Liganden an. Um eine
ausreichende Hydrophilitdt flir die Ausscheidung der Substanzen zu erreichen, werden die
polaren Produkte von Glutathion-, UDP-Glukuronosyl, Sulfo-, Acetyl- und Methyltransferasen mit
funktionellen Gruppen z.B. mit sehr polaren, negativ geladenen endogenen Molekiilen gekoppelt.
In Phase lll werden die Substanzen aktiv aus den Hepato-zyten transportiert und anschliel3end

Uber das renale oder bilidare System ausgeschieden [74].
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1.3 Toxikologische Testungen von Medikamenten
1.3.1 Allgemeine toxikologische Testung

In Deutschland wurden neue Arzneimittel bis 1977 lediglich bei der zustandigen Bundesbehdrde
registriert. Seit dem 01.01.1978 muss ein Praparat ein durch das 2. Arznei-mittelgesetz (AMG)
vorgegebenes Zulassungsverfahren durchlaufen [75, 76]. Die Hersteller sind verpflichtet,
pharmazeutische Qualitat, therapeutische Wirksamkeit und Unbedenklichkeit der Arzneimittel vor
der Zulassung nachzuweisen. Jedoch kdnnen vor der Zulassung eines Arzneimittels nicht alle
potenziellen UAWs beobachtet und quantifiziert werden. Bis zur Markteinfihrung wird geschatzt,
dass am Anfang dieses etwa 10 Jahre dauernden Prozesses 10.000 bis 25.000 chemische
Substanzen fur die Arzneimittelentwicklung getestet werden und Entwicklungskosten von etwa
einer Mrd. € entstehen [77, 78]. Die Entwicklung eines Arznei-mittels bis hin zur Zulassung kann
nach Identifizierung wirksamer chemischer Substanzen grob in zwei Entwicklungsabschnitte
unterteilt werden: die praklinische und klinische Entwicklung (Abb. 1). Die Arzneimittelkandidaten
werden in der praklinischen Entwicklung bezlglich ihrer pharmakologischen und toxikologischen
Eigenschaften mit Hilfe von in vitro- als auch in vivo-Methoden an verschiedenen Tierarten
untersucht. Grundsatzlich prift man abhangig von der erwarteten Latenzzeit auf akute,
subchronische, chronische Toxizitat, sowie auf Reproduktions- und Genotoxizitat. Die akute-,
subchronische-, chronische- und Reproduktionstoxizitat wird in Tierversuchen (in vivo) an
Mausen und Ratten durchgefiihrt. Die Genotoxizitat kann in Zellkulturversuchen (in vitro) gepruft

werden.

Abb. 1 Vereinfachte Darstellung des Arzneimittelent-

wicklungsprozesses. [78]
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Aufgrund der Vielzahl méglicher Ansatze zur Messung der Zytotoxizitat, wird zur Gewahrleistung
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verwendet. Allerdings werden von der ISO-Norm keine bestimmten Methoden und Testsysteme
vorgeschrieben. Es werden lediglich Empfehlungen bestimmter Testmethoden und
Testparameter dargestellt. Zur Testung der Zytotoxizitdt kdnnen qualitative und quantitative
Testmethoden verwendet werden. Die ISO-Norm bevorzugt quantitative Methoden. Qualitative
Methoden sind durchaus flir ein Screening geeignet. Generell werden die Messparameter der

Zytotoxizitat von der Norm in vier Bereiche aufgeteilt:

. Analyse der Zellschadigung anhand zellmorphologischer Veranderungen
. Messungen der Zellschadigung

. Messungen des Zellwachstums und

. Messungen spezifischer Faktoren des zellularen Metabolismus.

In der Tab. 2 ist ein Prifmuster von der ISO-Norm zur einheitlichen Bewertung von Zell-

schadigungen-Analysen dargestellt, um vergleichbare Ergebnisse zu gewahrleisten.

Tab. 2 Prufmuster zur qualitativen Beurteilung von Veranderungen der Zellmorphologie durch zytotoxische Wirkungen
[79]

Grad AusmaR Zustand der Zellkultur

0 nichts diskrete intrazytoplasmatische Granula, keine Zelllyse, keine Reduktion des
Zellwachstums

1 leicht nicht mehr als 20 % der Zellen sind rund, lose befestigt und ohne intrazytoplas-
matische Granula oder zeigen Veranderungen in der Morphologie; gelegentlich sind
lysierte Zellen vorhanden; nur geringe Wachstumshemmung

2 mild nicht mehr als 50 % der Zellen sind rund und ohne intrazytoplasmatische Granula,
keine umfangreiche Zelllyse; nicht mehr als 50 %ige Wachstumshemmung

3 maRig nicht mehr als 70 % der Zellschichten enthalten lysierte oder abgerundeten Zellen;
Zellschichten sind nicht véllig zerstort, aber mehr als 50 %ige Wachstumshemmung

4 schwer nahezu vollstandige oder komplette Zerstérung der Zellschichten

Zusatzlich kénnen z.B. Zellzahl, Freisetzung von Enzymen, Freisetzung von Vitalfarbstoffen, die
Proteinmenge, Reduktion von Vitalfarbstoffen oder andere messbare Parameter quantifiziert
werden [79]. Es gibt mehrere Mdglichkeiten zur Bestimmung von Ergebnissen in jeder dieser vier
Kategorien. Dabei gilt es zu beachten, in welche Kategorie das verwendete Prifverfahren gehért,
um den Vergleich der Ergebnisse fiir ahnliche Produkte oder Materialien innerhalb des

Laboratoriums als auch bei Ringversuchen zu gewahrleisten.

Aus toxikologischer Sicht sollen Basisdaten zur Erstellung eines Nutzen-Risiko-Profils gesammelt
werden, die Voraussetzung flr den Start einer klinischen Priifung sind [80]. Durch die in-vivo
Substanzuntersuchung in der praklinischen Phase hinsichtlich des Einflusses auf Organe, sowie
deren Funktion bei verschiedenen Verabreichungsmengen und -dauern, kann die Grundlage fir

die Abwagung zwischen Nutzen und Risiko erfolgen. Zusatzlich zur Testung der
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therapierelevanten Dosen wird auch die Wirkung z.T. wesentlich héherer Dosen (je nach
Therapiegebiet 10- bis 50-fach Uber der therapeutischen Dosis) in unterschiedlich lang
andauernden akuten, subakuten, subchronischen und chronischen Toxizitatsstudien untersucht
[81]. Dadurch kénnen Funktionsbeeinflussungen sowie Organschaden festgestellt werden, die
verschiedene Ursachen haben kénnen, wie z.B. die Metabolisierung der Substanz zu einem
reaktiven Metaboliten, die Anreicherung in diversen Organen oder Geweben, usw. Die Substanz
wird nicht klinisch getestet, wenn das resultierende Risiko im Vergleich zum Nutzen hdher
gewertet wird. Das Auftreten einer DILI ist eine sehr hdufige Ursache fur nicht weitere klinische
Testungen eines Arzneimittelkanditatens und hat daher eine hohe Relevanz in der
toxikologischen Forschung [77]. Jedoch weisen die etablierten Nachweismethoden viele
Nachteile, wie Invasivitat oder geringe Sensitivitat auf. Eine friihere Detektion bzw. eine bessere
Diagnose von Organtoxizitat in vitro, speziell der DILI, wirde die Entwicklungskosten senken.
Zusatzlich kann von ethischem Wert die Anzahl an Versuchstieren in der Praklinik und auch das
Risiko bei einer Anwendung am Menschen reduziert werden. Da viele Substanzen relativ spat im
Entwicklungsprozess scheitern, treten Probleme meistens erst bei der ersten klinischen
Anwendung am Menschen oder erst nach der Markteinfiihrung auf. Die Ursache liegt in der
Tatsache, dass Substanzwirkungen, die speziesspezifisch nur im Menschen und teilweise nur
sehr selten z.B. innerhalb groRerer Patientengruppen auftreten. Ein weiterer wichtiger Aspekt in
der toxikologischen Risikobeurteilung ist die Frage: Was ist ein akzeptables Risiko? Die
Toxikologie kann hier nur Entscheidungsgrundlage schaffen.

International sind die klinischen Prifungen in Studien der Phasen | bis IV unterteilt (CPMP 1995
a). In den Studien der ersten drei Phasen erfolgt die mehrfache Prifung einer neuen Substanz.

Hauptsachliche Ziele der einzelnen Studienphasen sind:

Phase I: Vertraglichkeit, Pharmakokinetik, Pharmakodynamik,
Phase II: Nachweis der Wirksamkeit, Dosisfindung und in

Phase lll: Nachweis von Wirksamkeit (multizentrisch, evidenzbasiert).

Nach Erhalt der Zulassung und der Markteinfuhrung eines Arzneimittels werden in den Studien
der Phase IV weitere Informationen zur Vertraglichkeit, zur therapeutischen Effizienz, zu Lang-
zeitbeobachtungen, insbesondere Erkennung seltener Nebenwirkungen und zur Optimierung von
Therapieschemata gewonnen. Zur Uberpriifung und Bestatigung des allgemeinen Nutzen-Risiko-
Verhaltnisses, der bisherigen Dosierungsempfehlungen, Identifizierung seltener uner-wiinschter
Arzneimittelwirkungen und zum Vergleich der Wirksamkeit mit anderen Arzneimitteln werden
weitere klinische Prifungen durchgefiihrt [82, 83]. Selbst in Phase IV nach der Zulassung kommt

es zum Auftreten gravierender unerwiinschter Arzneimittelereignisse.

Im Folgenden werden die verwendeten Modellsysteme sowie die klassischen Parameter zur

Detektion der Hepatotoxizitat beschrieben.
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1.3.2 Testung auf Hepatotoxizitit

Die explizite Testung auf Hepatotoxizitat ist laut dem AMG nicht vorgeschrieben, lediglich die
Messung der allgemeinen Zytotoxizitat. Allerdings werden im Rahmen der Pharmakokinetik
Bestimmungen zur Metabolisierung der Arzneistoffkandidaten Gber CYP450 der Leber durch-
gefuhrt. Zum Verstandnis und zur Untersuchung von Mechanismen, Ablaufen und zugrunde-
liegenden Ursachen von substanzinduzierter Organschadigung wurden toxikologische Modelle
entwickelt. Es handelt sich meist um Tierstudien, die mit einer gezielten Behandlung mit bereits
bekannten Organtoxinen (Modellsubstanzen) durchgefiihrt werden [84]. In der praklinischen
Entwicklung ist die Ratte als Modelltier fir regulatorisch vorgeschriebene toxikologische Studien
etabliert und wird daher in toxikologischen Modellen bevorzugt eingesetzt. Der Vorteil der in vivo-
Versuche ist die die Beurteilung einer Fremdstoffwirkung auf den Gesamtorganismus, wahrend
in vitro-Systeme meist nur ein monofaktorielles System darstellen, dass die ver-schiedenen
physiologischen Interaktionen nicht berlcksichtigt. Jedoch werden immer haufiger in vitro-
Methoden verwendet, um neben eines experimentellen Zeit- und Kostenersparnisses zusatzlich
die Reduzierung der Anzahl an bendtigten Versuchstieren zu ermdglichen. Bei den
verschiedenen in vitro-Testsystemen (siehe Tab. 3) werden relevante isolierte perfundierte
Organe, isolierte und kultivierte Zellen (permanente Zellen) dieser Organe, subzellulare

Strukturen und isolierte Enzymen verwendet.

Tab. 3 Vorteile und Nachteile verschiedener in vitro- Metabolisierungssysteme [85-87]

Modellsystem

Vorteile

Nachteile

Isolierte
perfundierte
Leber

Leberschnitte

Primar isolierte
Hepatozyten

Permanente
Leberzelllinie

Transgene
Zellen

Enzymaktivitdt und Funktionen wie im in
vivo-Organ, lobulare Struktur erhalten

lobulare Struktur und Enzymaktivitat
erhalten, Studien an Humanleber méglich

definierte Enzymaktivitat unter
bestimmten Bedingungen fir mehrere
Tage, Induktion und Inhibition von
metabolisierenden Enzymen maglich,
Humanmaterial verfiigbar

unbegrenzte Verfiigbarkeit, definierte
Enzymaktivitat, humane Zellen verfligbar,
CYP-Isoenzmye extra induzierbar

unbegrenzte Verfiigbarkeit, definierte
Enzymaktivitat durch Transfektion mit
humanen CYP’'s

kurze Lebensdauer (2-3 h),
Untersuchung nur weniger Stoffe,
kein humanes Material, hoher
Tierverbrauch

kurze Lebensdauer (6-48 h), hohe
Variabilitat zwischen einzelnen
Schnitten, hoher Tierverbrauch

friihzeitige Veranderung des
Phanotyps, Verlust des normalen
Zell-Zell-Kontaktes (Kollagenase),
aufwandige Praparation,
unterschiedliche Qualitat

Genotyp ist instabil, verschiedene
Enzymaktivitaten verringert oder
nicht vorhanden

keine physiologischen Enzymspiegel,
nur fUr spezielle Fragestellungen
geeignet

10
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Subzellulare unbegrenzte Verfiigbarkeit, nur kurzzeitiger Einsatz méglich,

Fraktionen Enzymaktivitat, zytosolische Fraktion Kofaktoren fiir Aktivitat erforderlich,

(S9 Mix, kann zugesetzt werden, humanes keine zytosolischen Phase II-Enzyme

Mikrosomen) Material verfugbar (Mikrosomen), intrinsische
Zytotoxizitat

Der ,Goldstandard fur in vitro Modelle fur Studien zur Biotransformation sind primar isolierte
humane Hepatozyten [88, 89]. Das HEPAC-System von der Firma Primacyt aus Schwerin ist ein
standardisiertes und validiertes Serum-freies Zellkultursystem fur die Langzeitkultur primar
isolierter humaner Hepatozyten [90]. Prifsubstanzen kénnen hinsichtlich der Mikroalbumin-
synthese, Cytochrom-Aktivitat (z.B. CYP1A2, CYP3A4) und mitochondriale Funktion mit Hilfe von
Tetrazolium-basierter Assays wie 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbro-mid,
kurz MTT getestet werden. Andere zellbasierte Systeme wie z.B. den Firmen Millipore oder
Pharmacelsus konzentrieren sich zusatzlich oder ausschliellich auf andere Parameter wie
Bestimmung der Zellzahl und -vitalitat oder Apoptose-Assays.

Hepatozyten sind komplexe, differenzierte Zellen, die mit ca. 75 % der Gesamtzahl der Leber-
zellen zahlenmalig den wichtigsten Bestandteil der Leber darstellen. Die Leberparenchymzelle
verfugt Uber das fast komplette fur den Fremdstoffmetabolismus relevante Enzymmuster mit
hoher Aktivitat. Ein entscheidender Nachteil ist jedoch die zunehmende Dedifferenzierung der
primaren Hepatozyten mit anhaltender Kultivierungsdauer und der Verlust der organspezi-fischen
Eigenschaften. Primar isolierte Hepatozyten haben anspruchsvolle Kulturbedingungen. Weiterhin
kann die Gewebequalitat aufgrund interindividueller und funktionaler Variation sowie durch die
genetische Disposition des Spenders schwanken [91]. Weiterhin ist davon auszu-gehen, dass die
Enzymaktivitaten bedingt durch Vorerkrankungen und/oder Medikation der Zellspender bereits
beeinflusst werden. Bedingt der limitierten Verfugbarkeit der humanen Hepatozyten durch den
Mangel an geeigneten Spenderorganen werden fir Routineunter-suchungen haufig
Nagetierzellen verwendet. Beim Arbeiten mit tierischen Hepatozytenkulturen ist die Wahl der
verwendeten Tierspezies von groRer Bedeutung. Dabei sind die Finanzier-barkeit, Praktikabilitat
und Ubertragbarkeit auf den Menschen ausschlaggebend. Trotz ihrer kontinuierlichen
Verfligbarkeit und der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse besteht dabei das Risiko falsch-
positiver oder falsch-negativer Ergebnisse. Hepatozyten anderer Spezies eignen sich nichtimmer
zur Analyse des Metabolitensprektrums, da sich die Expressionen fremdstoffmetabolisierender
Enzyme zwischen den Spezies unterscheiden kénnen [87, 92]. Daher werden zunehmend
humane Leberhepatoma-Zelllinien verwendet, um Ersatz- bzw. Ergdnzungsmethoden zu den
Tierversuchen zur Prufung von Arzneimitteln nach § 2 des AMGs zu etablieren. Die Zellen
permanenter Zelllinien sind genetisch identisch, besitzen einen stabilen Phanotyp in Kultur und
sind deshalb leicht zu standardisieren [93]. Etablierte Zelllinien sind standig verfugbar und konnen

z.B. bei Zellbanken kostengulnstig erworben werden. Mit Hilfe von gentechnologischen Methoden
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mit spezifischen Zellleistungen, wie z.B. CYP450-Isoenzyme oder auch mit deren Gendefekten,
konnen Zelllinien zusatzlich ausgestattet werden. Im Gegensatz zu den in vitro-Methoden mit
zweidimensionalen (2D) Leberzellkulturen oder Tierversuchen erlangen dreidimensionale (3D)
Kultivierungs-Modelle eine zunehmende Bedeutung. Aufgrund des Verlusts organtypischer
Zellfunktionen in 2D-Zellkulturen oder die Speziesunterschiede bei Tierversuchen, gibt es bisher
kein zuverlassiges Modell fiir die Bestimmung der Hepatotoxizitat. Die rasche Dedifferenzierung
von Primarzellen in Well-Kulturen ist oft die Folge des Fehlens einer in-vivo-ahnlichen Umgebung.
Die verwendeten 2D-Zellkulturen kdnnen die gut organisierte 3D-Struktur von Organen mit
vielfaltigen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen nicht beriicksichtigen [94]. Bei Lab-on-a-chip-
Systemen werden z.B. Hepatozyten (Hepa-Chip) in einer in vivo ahnliche Umgebung unter
Einsatz verschiedener Zelltypen in Kontakt mit Matrixproteinen Gber Mikrokanale mit Medium
kultiviert. Die Vergleichbarkeit des Ansatzes ist im Vergleich zu den komplexen 3D-Aufbau der
Leber in vivo nur gering, aber eine Verbesserung zu statischen, nicht perfundierten 2D-Kulturen.
Zur Stabilisierung von Phanotyp und Funktion der Hepatozyten ist die Kokultivierung mit nicht
parenchymalen Zellen, wie Endothelzellen, erforderlich [95]. Durch den ,Einbau® z.B. von Endo-
thelzellen als zusatzlichen Zelltyp ins System kann die Stoffwechselsituation in der Leber, sowie
eine organadhnliche 3D-Sturktur, gut realisiert werden. Zur Anwendung flr toxikologische
Analysen sollten die 3D-Zellkulturen allerdings einfach handhabbar, parallelisierbar und zu
Standardlaborautomation kompatibel sein. Weiterhin ist es wichtig, dass ein hoher Informations-
gewinn im Vergleich zu konventionell in Mikrotiterplatten durchgeflihrten Zellkultur realisiert
werden kann. Die Firma Bionas GmbH verbindet humane Zellkultursysteme mit Siliziumchips und
setzt dieses kombinierte System zu pharmakodynamischen, zytotoxischen und/oder
metabolischen Untersuchungen ein [96]. Erste High-End Testsysteme, wie 3D-Leberzellkultur-
chips, wurden 2006 von L. Griffith demonstriert [97]. Dabei werden Spheroide aus Hepatozyten
und Endothelzellen in siebartigen Mikrostrukturen angesammelt und perfundiert. Allerdings ist die
3D-Struktur des Leberzellspheroid nicht geeignet, die geordnete Feinstruktur eines in vivo
Lebersinusoids nachzubilden. Zu den Proliferations- und Differenzierungs-parameter sind die
Systeme in der Lage Aussagen zum Zellstoffwechsel, wie extrazellulare Ansauerungsleistung,

Zelladhasion, Sauerstoffverbrauch, Albumin- und Harnstofffreisetzung usw., zu bestimmen.

Trotz dieser Entwicklungen sind konventionelle Zellkultursysteme als komplexe Biosensor-

systeme bisher unverzichtbar.
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1.4 Antimykotika

Die Inzidenz der Pilzinfektionen ist in den 90er Jahren angestiegen. Seit dem Jahr 2000 stagniert
die Anzahl auf einem klinisch akzeptablen Niveau. Jedoch rutschten die Mykosen in der
Todesursachenstatistik vom zehnten auf den siebten Platz. Besonders auf den Intensivstationen
steigt der Anteil nosokomialer Infektionen, die durch fakultativpathogene Pilze hervorgerufen
werden, seit mehr als zehn Jahren stetig an [98, 99]. Derweil wird fast jede zehnte Sepsis auf
Intensivstation durch invasive Pilzinfektionen verursacht. In der Regel sind es Patienten mit
Stammzell-, Knochenmark- und Organtransplantationen und der damit verbundenen
immunsuppressiven Therapie [100, 101]. Andere bekannte Risikofaktoren fir die Entstehung
einer invasiven Pilzinfektion sind Operationen, akutes Nierenversagen, parenterale Ernahrung,
Katheter sowie extensive Anwendung von Breitbandantibiotika und dem zunehmen-den Alter der
Gesamtbevdlkerung [102]. Als Erreger der invasiven Mykosen sind 50-60 % Candidainfektionen
und 30-40 % Aspergillosen von zentraler Bedeutung [103]. Aktuell nehmen die
Aspergillusinfektionen kontinuierlich zu, wahrend die Candidainfektionen abnehmen [104]. Die
Letalitat der betroffenen Patienten ist hoch. Nach wie vor ist die Diagnostik invasiver
Pilzinfektionen schwierig, da eindeutige spezifische und hoch sensitive Testverfahren fehlen. Bei
hamatologischen Patienten erfolgt die Anwendung prophylaktisch, sowie nach Organtrans-
plantation. Jedoch stellt sich die Frage nach der Sicherheit der Medikamente fiir die Patienten in
Bezug auf potentielle Arzneimittelreaktionen und Nebenwirkungen. Fir die Therapie von
Pilzinfektionen stehen vergleichsweise nur wenige Substanzen zur Verfigung, da wegen der
Ahnlichkeit in Struktur und Stoffwechsel der Pilzzellen mit humanen Zellen bislang nur wenige
spezifische Angriffspunkte nutzbar gemacht werden konnten. Durch die Entwicklung neuer
Antimykotika (Abb. 2) mit geringeren Nebenwirkungen und gesteigerter therapeutischer

Effektivitat hat sich die Therapiemaoglichkeit invasiver Mykosen verbessert [105].
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Antimykotika [106]
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Die Grafik zeigt den Namen, die Nummer (y-
Achse) die
Entwicklung (x-Achse) von den verfligbar
systemischen Antimykotika ab 1950 bis 2000.
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L-AmB-liposomales Amphotericerin B

Die derzeit im klinischen Einsatz zugelassenen systemischen Antimykotika zur Prophylaxe oder

Therapie konnen in folgende Substanzklassen eingeteilt werden: Polyene, Azole (Triazole,

Imidazole), Allylamine, 5-Flucytosin und Echinocandine. Die gréfte Bedeutung in der Therapie

von invasiven Candida- Infektionen besitzen die Polyene, die Triazole und die Echinocandine.

(siehe Tab. 4)

Tab. 4 Ubersicht Giber die verwendeten Antimykotika mit inren Eigenschaften [106—108]

Antimykotika

Liposomales

Parameter Amphotericerin B Anidulafungin Caspofungin Fluconazol Voriconazol
Wirkstoff- Polyene Echinocandine Triazole

Gruppe

Wirk- irreversible Wirkstoff- Hemmung der Synthese von Hemmung der der

mechanismus

Wirkung
Proteinbindung

Metabolisierung

bindung an Ergosterol
in der Zytoplasma-
membran >
Permeabilitdtserhéhung
der Pilzmembran >
Porenbildung - Verlust
von Proteinen
Nukleotiden (Abb. 2 c)

Fungizid
84 %

keine Metabolisierung,
Eliminierung mittels
Phagozytose durch
Makrophagen des
retikuloendothelialen
Systems + andere
Prozesse

beta-(1,3)-D-Glukan, einem
pilzspezifischen Enzym —
(Hauptbestandteil der Pilz-
zellwand) - osmotische
Instabilitat der Zellwand

(Abb. 2 a)

Fungistatisch
99 %

nicht
hepatisch,
spontane
Degradation,
unspezifische
Peptidasen

Ergosterol-Synthese in der
Pilzmembran durch
Hemmung der Lanosterol-
14a-Demethylase >
Mangel an Ergosterol
verhindert den konkreten
Aufbau der Pilzmembran

(Abb. 2 b)

fungistatisch
97 % 12 % 58 %
hepatisch gering hepatisch
(CYP450), N- hepatisch, Uber
Acetylierung  selektiver Isoenzyme
spontane Inhibitor CYP2C19, -
Hydrolyse von 2C9, -3A4
des CYP2C9,
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Hexapeptid- -3A4 und

Ringes -2C19
Eliminierung 30-40 % Galle, Urin, Urin: <1 % Urin: 2 % Urin: 80 % Urin: < 5%
Fazes 85 %) und biliar unverandert, unverandert, unverandert unverandert
ausgeschieden 30 % Fazes 40 %
Metaboliten,

35 % Fazes

Die Praparate unterscheiden sich bezlglich ihrer Wirkspektren, Wirkmechanismen (Abb. 2), der
zugelassenen Indikationen, Nebenwirkungsspektren und potentiellen Arzneimittelreaktionen
sowie im Preis [107]. Bezuglich der Wirkungsweise wird analog zu den Antibiotika zwischen

fungizid (abtétend) und fungistatisch (vermehrungshemmend) unterschieden.

a Echinocandin Cell wall Sordarins b

Cell membrane

Protemsoroo b ‘____,b
ogol---
/JC % --

DNA |
synthesis ==

LYTIN I LY

c
8O%,, o
S e
Octb'\. L=t }_\j_::é}\?:ccﬁﬁjes

Flucytosine

Azoles, polyenes
and terbinafine

Abb. 2 Wirkmechanismen systemischer Antimykotika. Darstellung der Wirkmechanismen von derzeit verfligbaren
Antimykotika sowie ausgewahlte Fungiziden in der Entwicklung. a] Echinocandine und Nikkomycin Z hemmen die
Bildung der Pilzzellwand b| Sordarins stéren Proteinassemblierung c| Azole, Polyene und Tebinafin stéren die Pilz-
zellmembran d| Flucytosin, ein fluoriertes Pyrimidin, stért die DNA-Synthese der Pilzzellen (Abb. 2d) Es wird in der
Pilzzelle nach Aufnahme zu dem wirksamen Metaboliten 5-Fluorouracil reduziert, welches als Antimetabolit wirksam
ist. Diese Umwandlung kann nur in der Pilzzelle, jedoch nicht in menschlichen Zellen stattfinden [106]

1.4.1 Polyene

1.4.1.1 Liposomales Amphotericerin B (L-AmB)

Amphotericerin B Desoxycholat als ,klassische” Formulierung (AmB) ist ein Polyenmakrolid aus
dem Actinobacterium Streptomyces nodosus [109]. AmB, seit 1957 auf dem Markt, war Uiber viele
Jahre der Goldstandard der systemischen antimykotischen Therapie. Jedoch wird die breite
Wirksamkeit durch die ausgesprochene geringe Loslichkeit und schlechte Vertraglichkeit deutlich
beeintrachtigt. Zudem ist AmB ein stark toxischer Arzneistoff, weshalb eine Dosislimitierung auf
3-5 g Gesamtdosis besteht [110]. Die Bindung von AmB an Cholesterin in der Zellmembran der
menschlichen Zellen ist vermutlich die Ursache fiir den Grolfiteil der unerwiinschten Wirkungen,
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wie die ausgepragte Nephrotoxizitat [111]. Durch die Einarbeitung von Arzneistoffen in
Liposomen, konnten nachweislich auftretende Toxizitdten bei gleichem pharmakologischem
Effekt reduziert werden [112, 113]. AmBisome® (L-AmB), die einzig echte liposomale AmB-
Zubereitung neben AmB Lipidkomplex (ABLC, Abelcet®) und AmB Kolloiddispersion (ABCD,
Amphocil®), wurde 1994 in Europa zugelassen. Derzeit wird L-AmB zur Therapie bei Patienten
mit schweren invasiven Mykosen oder zur empirischen Behandlung von vermuteten
Pilzinfektionen bei neutropenischen Patienten mit Fieber, bei denen konventionelles AmB auf
Grund einer Leber- bzw. Nierenschadigung oder aus Unvertraglichkeit kontraindiziert ist,
angezeigt [114]. AmB ist in kleine echte Liposomen eingelagert, die aus Phosphatidylglycerol,
Cholesterol und Distearylphosphatidylglycerin bestehen. Dabei betragt das Arzneimittel-Lipid-
Verhaltnis 1:9. Das AmB gelangt in die Pilzzelle durch die Verschmel-zung der Liposomen mit
der Pilzzellmembran. Der Wirkmechanismus des AmB ist dabei nicht beeintrachtigt. Durch die
Einbettung von AmB in die Liposomen ist eine héhere Dosierung moglich [115]. L-AmB besitzt
hdohere Plasmakonzentrationen als das konventionelle AmB und die anderen
Lipidformulierungen. Jedoch wird L-AmB trotz einer langsamen Clearance uberwiegend in der
Leber gespeichert. Aufgrund des gréReren Molekulargewichts von L-AmB ist die Penetrationsrate
in die Nierenzellen minimal, so dass eine stark verminderte Nephro-toxizitat als entscheidende
Verbesserung gegeniuber dem konventionellen AmB deutlich wurde. L-AmB wird haufig wegen
des deutlich héheren Preises nur bei Notwendigkeit zum Abbruch der AmB-Behandlung,
aufgrund starker Nebenwirkungen, eingesetzt [116—-118]. Die ausgepragten und oft schweren
Nebenwirkungen wirken therapiebegrenzend. Grund dafiir ist eine 1000-fach erhdhte Affinitat von
AmB flr Ergosterol im Vergleich zu der fur das Cholesterin der menschlichen Zelle [119, 120].
Dass lipidgebundene Am B ist pharmakologisch inaktiv und wird zum Entfalten der Wirkung aus
dieser Bindung freigesetzt. Aufgrund dessen ist die gezielte Freisetzung des Wirkstoffes am

Infektionsort Grund fir die verminderte Toxizitat.

1.4.2 Echinocandine

1.4.2.1 Caspofungin

Caspofungin, ein zyklisches Hexapeptid mit einer Fettsauren-Seitenkette, war der erste Vertreter
der Echinocandine und ist seit 2002 unter dem Namen Cancidas® in Deutschland erhaltlich [121].
Das semi-synthetische Lipopeptid ist das Derivat aus einem Fermentations-produktes des Pilzes
Glarea lozoyensis [122]. Caspofungin wirkt fungizid gegen Candida- und Aspergillus Sp. und
gegen Pneumocystis jirovecii. Gegen Kryptokokken konnte keine Wirksam-keit festgestellt
werden. Die Applikation erfolgt intravends, da es bei oraler Gabe kaum biologisch verflgbar ist.
Der bestimmende Faktor flr die Abnahme der Plasmakonzentration ist die Verteilung im Gewebe.
Die hochsten Organkonzentrationen wurden in der Leber, Lunge, Darm, Niere und Milz
gemessen [123]. Aufgrund der nicht-linearen Kinetik verursacht eine Dosissteigerung einen leicht
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Uberproportionalen Anstieg des Plasmaspiegels. Aufgrund dessen nimmt die Flache unter der
Konzentrations-Zeit-Kurve bei einer mittelschweren Leberin-suffizienz um 75 % zu, wahrend eine
Niereninsuffizienz die Plasmakonzentration nicht wesentlich verandert. Generell zeigt
Caspofungin in klinischen Studien eine gute Vertraglichkeit mit Inzidenzraten von UAW unter 3
% [124]. Caspofungin zeichnet sich durch hohe Effektivitdt und geringe Toxizitat aus [125].

Hinweise zur Hepatotoxizitat (< 5 %) sind wenig beschrieben [126-128].

1.4.2.2 Anidulafungin

Anidulafungin ein semisynthetisches Lipopeptid, das aus einem Fermentationsprodukt von
Aspergillus nidulans synthetisiert wird [129], ist seit September 2007 unter dem Namen Ecalta®
als zweites Echinocandine nach Caspofungin flr die Behandlung von invasiven Candida-
Infektionen bzw. der Candidamie zugelassen. Im Rahmen einer prospektiven randomisierten
Studie konnte nachgewiesen werden, dass Anidulafungin bei invasiven Candida-Infektionen im
Vergleich zu Fluconazol therapeutisch Uberlegen ist. Die klinische Erfolgsrate war sowohl in der
Gesamtpopulation als auch in der Subpopulation mit C. albicans-Infektionen signifikant héher als
die mit Fluconazol-Behandelten [130]. Im Gegensatz zu anderen Echinocandine besitzt
Anidulafungin neben dem zyklischen Hexapeptid als Grundgerist strukturelle Unterschiede in
einigen Substituenten. Unter anderem tragt Anidulafungin eine Pentoxyoxy-Triphenyl-Seiten-
kette. Dadurch entstehen unterschiedliche pharmakokinetische Eigenschaften, wie z.B. geringe
Wasserloslichkeit im Vergleich ist zu Caspofungin und Micafungin. Die Plasma-Pharmakokinetik
ist dosislinear und zeigt eine geringe interindividuelle Variabilitat bei Patienten unterschiedlichen
Alters, Gewichts und Geschlechts [131]. Die Eliminationshalbwertszeit ist mit etwa 24 h deutlich
langer als bei anderen Echinocandinen [132]. Die Plasma-Eiwei3-Bindung ist mit 99 % sehr hoch,
weshalb eine gute Penetration in das Zentrale Nervensystem (ZNS) nicht zu erwarten ist.
Anidulafungin wird nicht hepatisch metabolisiert, aufgrund dessen weist der Wirkstoff keine
relevanten Arzneimittelinteraktionen auf und erfordert keine Dosisanpassungen bei speziellen
Patientengruppen (z.B. bei Niereninsuffizienz oder Leberinsuffizienz). Anidulafungin zeigt
keinerlei dosislimitierende Toxizitdt [133]. Obwohl klinisch manifeste Hepatotoxizitat in

Einzelfallen aufgetreten ist, wurde kein kausaler Zusammenhang nachgewiesen [134].

1.4.3 Azole

Die groRte Gruppe der Antimykotika stellen die Azole dar. Man unterscheidet in die Gruppen der
Triazole (Behandlung von systemischen Infektionen) und die Gruppen der Imidazole (lokale
Anwendungen). Azole sind Breitbandantimykotika, die fungistatisch und in hohen Dosen fungizid

wirken.
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1.4.3.1 Fluconazol

Fluconazol (Beispiel Diflucan®), ein fluoriertes Triazol-Derivat, war das erste Azol-Antimykotikum,
das ein erheblich reduziertes Nebenwirkungsspektrum im Vergleich zu seinen
Vorgangersubstanzen aufwies. Fluconazol ist fir ein breites Spektrum von lokalen und
systemischen Pilzinfektionen bei Erwachsenen und Kindern zugelassen. Die Wirksamkeit gegen
Schimmelpilze ist gering [135, 136]. Aufgrund dieses Wirkspektrums, seiner guten Vertraglichkeit
und hohen Bioverfligbarkeit mit relativ vorhersehbaren Serumspiegeln nach oraler oder
parenteraler Gabe wird Fluconazol sowohl zur Therapie als auch zur Prophylaxe von
Hefepilzinfektionen breit eingesetzt. Fluconazol kann oral und parenteral angewendet werden.
Beim Wechsel von intravendser zu peroraler Gabe und umgekehrt ist keine Anderung der
Tagesdosis erforderlich [137]. Zu den Nebenwirkungen gehéren vor allem gastrointestinale
Beschwerden, Kopfschmerzen, Mudigkeit, Sehstérungen und in selten Fallen Leberschaden
(<0,1 %) [138]. Wie auch die anderen Azol-Praparate wird Fluconazol Gberwiegend hepatisch
verstoffwechselt und besitzt ein hepatotoxisches Potenzial [139]. Die Ursache der klinisch
manifesten Hepatotoxizitdt von Fluconazol ist unbekannt. Allerdings kann es sich auf die
Fahigkeit von Fluconazol die Sterolsynthese zu verandern, beziehen. Fluconazol ist ein potenter
Inhibitor der CYP450-Enzyme und kann aufgrund dessen zu einem signifikanten Anstieg der
Plasma-spiegel und Toxizitat von Medikamenten, die normalerweise durch CYP3A4 metabolisiert
werden, insbesondere Statine und Cyclosporin fihren. Eine Fluconazol-bedingte Hepatotoxizitat

ist beim Absetzen der Therapie gewohnlich reversibel [140, 141].

1.4.3.2 Voriconazol

Voriconazol (Vfend®) ist ein synthetisch hergestelltes Triazol-Derivat mit breitem Wirkungs-
spektrum, das strukturelle Verwandtschaft zu Fluconazol aufweist. Voriconazol ist seit 2002 unter
dem Handelsnamen Vfend® zur Therapie von Mykosen zugelassen. Es verfigt Giber ein breites
antimykotisches Wirkspektrum, das bei den meisten klinisch relevanten Hefen und Schimmelpilze
(auBer Zygomyceten) eingesetzt wird [122]. Unter anderem auch bei Spezies bzw. Isolate, die
gegen Fluconazol bzw. AmB resistent sind. Voriconazol kann peroral und parenteral angewendet
werden, wirkt fungizid und steht in drei Darreichungsformen zur Verfugung. Eine flexible
Umstellung der Darreichungsformen ist aufgrund der Bioaquivalenz moglich. Es wird nach oraler
Gabe rasch und vollstandig resorbiert. Weil es relativ gut, aufgrund der geringen Molekllgréfie
(349 Da), ins ZNS penetriert, konnen auch zerebrale Schimmel-pilzinfektionen damit behandelt
werden [142—144]. Deshalb kann Voriconazol auch bei Aspergillosen im ZNS eingesetzt werden,
was vor allem Patienten auf Intensivstationen zu Gute kommt, da diese mafigeblich an der hohen
Mortalitatsrate von ITS-Patienten beteiligt sind. Voriconazol hat sich in Therapiestudien und in
klinischen Anwendungen als gut vertragliche Substanz erwiesen. Allerdings zeigt Voriconazol
wegen der hepatischen Metabolisierung wie andere Azolantimykotika eine Reihe CYP450-
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vermittelter pharmakokinetischer Interaktionen. Voriconazol zeigt einen Zusammenhang
zwischen erhéhten Plasmaspiegel und einer erhdhten Rate an Nebenwirkung, insbesondere
Nephrotoxizitat [145]. Zudem gehdren zu den haufigsten Nebenwirkungen reversible
Leberfunktionsstérungen [146], sowie transiente Sehstérungen (Farberkennung) [122]. Klinisch
manifeste Hepatotoxizitat ist selten, kann aber haufiger als bei der Behandlung mit Fluconazol
und ltraconazol sein. Jedoch ist die Ursache nicht bekannt. Es kann jedoch eine gewisse
Korrelation der Fahigkeit von Voriconazol die menschliche Sterol-synthese zu verandern,
begriindet sein. Da Voriconazol ein Substrat fir mehrere P450-Enzyme (CYP2C19, -2C9, -3A4)
ist, hat es das toxische Potenzial, signifikante Arzneimittelinteraktionen, einschlielich
Erhéhungen der Plasmaspiegel von anderen Medikamenten, die Uber diese P450 Enzyme

metabolisiert werden, zu verursachen [147—149].

Wie in diesem Kapitel dargelegt, sind Antimykotika einerseits haufig verwendete Substanzen bei
kritisch kranken Patienten. Auf der anderen Seite ist das hepatotoxische Potenzial wenig

untersucht. Dies soll in einem Teil dieser Promotion durch einen in-vitro-Test erfolgen.
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2 ZIELSTELLUNG

Als Grundlage dieser Promotion wurde ein zellulares Modellsystem basierend auf der humanen
Hepatomzelllinie HepG2/C3A gewahlt. Der Zytotoxizitatstest (Biosensor) wurde als Diagnosti-

kum zur Fruherkennung eines Leberversagens patentrechtlich geschutzt.

Die Zielstellung der Promotion soll die Standardisierung des Hepatotoxizitdtsassays unter

Verwendung einer Master- und Workingzellbank zur Verwendung fiir Medikamententestung sein.

Zur Validierung der Messergebnisse sollen Vergleichsversuche (Zellvitalitat, Fremdstoff-
metabolismus) mit humanen primar isolierten Hepatozyten durchgefiihrt werden. Dies soll der
vergleichenden Beurteilung potentieller Ubereinstimmungen der Hepatotoxizitat dienen. Weiter-
hin soll Paracetamol als Positivkontrolle fir den Hepatotoxizitats-Assay etabliert werden.
Paracetamol wird als Modellarzneistoff verwendet, da dieser mit seltenen aber schwerwie-

genden Fallen idiosynkratrischer Leberschadigung in Verbindung gebracht wird.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit soll die Etablierung von Apoptose-Assays (DNA-Fragmentierung
und CD95-Expression) zur Parametererweiterung des Hepatotoxizitdts-Assays sein, um

madglichst frih Auskunft Gber die gegebenfalls auftretende Lebertoxizitat zu bekommen.

Der Schwerpunkt dieser Promotion soll auf der Untersuchung der Substanzwirkung von

ausgewahlten intensivmedizinisch-relevanten Antimykotika als Arzneimittelzubereitungen:

e Liposomales Amphotericerin B
¢ Anidulafungin

e Caspofungin

e Fluconazol

e Voriconazol

auf die Hepatozyten in Hinblick auf deren hepatotoxisches Potential liegen. Dieses wird mit dem
Standard-Mikrotiterplatten-Assay bestimmt. Dabei soll der Fokus auf generelle Zell-schadigung

und Auswirkungen auf den Fremdstoffmetabolismus liegen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Testsubstanzen

3.1.1 Antimykotika

Die in Tab. 5 aufgefiihrten Substanzen wurden zur Uberpriifung der Zytotoxizitat in den Tests verwendet. Da viele der Substanzen nicht als

Reinsubstanz verfugbar sind, wurden die handelsublichen Medikamentenzubereitungen flr alle Testreihen genutzt.

Tab. 5 Ubersicht der verwendeten Antimykotika

Antimykotika Anidulafungin Liposomales Caspofungin Fluconazol Voriconazol
Eigenschaft Amphotericerin B
Handelsname Ecalta® AmBisome® CANCIDAS® Fluconazol-ratiopharm  Vfend®
Arzneiform 100 mg Pulver 50 mg Pulver 50 mg Pulver 2 mg/ml 200 mg Pulver
Infusionslésung
Hersteller Pfizer GILEAD MSD Ratiopharm Pfizer
Stammldsung (SL 30 ml steriles 12 ml steriles 10,5 ml steriles 200 mg/100 ml 19 ml steriles
Wasser Wasser Wasser Wasser
zum Aufldsen zum Aufldsen zum Auflésen zum Auflésen
Konzentration 3,33 mg/ml 4 mg/ml 5 mg/ml 2 mg/ml 10 mg/ml
pH-Wert (in Lésung) 7,06 6,47 7,26 7,24 7,29
Arbeitslosung (AL) 7,75 ml 0,9 % NaCl 4 ml 5 % Glucose 49 ml 0,9 % NacCl 5,5ml 0,9 % NaCl 9,75 ml 0,9 % NaCl
2,25 ml SL 4 ml SL 1 ml SL 4,5 ml SL 0,25 ml SL
Konzentration 0,75 mg/ml 2 mg/ml 0,1 mg/ml 0,9 mg/ml 0,25 mg/ml
pH-Wert (in Lésung) 7,20 6,62 7,30 7,27 7,29
Lagerung bis 24 h bei RT bis 24 h bei RT bis 24 h bei RT bis 24 h bei bis 24 h bei
7 d bei 2-8 °C bis48 hbei2-8°C 2-8°C 2-8°C
verwendete Konzentration (Cmax) 2,25 mM [150. 151] 5,725 mM [152.153] 0,2 mM [154.159] 4,5 mM [156] 0,25 mM [157. 158]
5-fache Konzentration 11,25 mM 28,625 mM 1,0 mM 22,5 mM 1,25 mM
10-fache Konzentration 22,50 mM 57,250 mM 2,0 mM 45,0 mM 2,50 mM

RT: Raumtemperatur; Quelle fiir Cmax Konzentration
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3.1.2 Paracetamol

Zur Herstellung der 800 mM Stammldsung wurden 6,05 g des Wirkstoffes Acetaminophen (MW=
151,6 g/mol) in 50 ml Ethanol (absolut) gelést. Nach vollstandigem Lésen des weilen Pulvers mit
Hilfe eines Magnetrihrers wurde die Lésung (pH-Wert=7,30) sterilfiltriert und bei
Raumtemperatur fiir max. 6 Monate gelagert. Aus dieser Stammldsung wurde flr jeden
Versuchsansatz die Arbeitslosung frisch hergestellt. Dabei wurde die Stammilésung mit
Kulturmedium (pH-Wert=7,60) oder mit Plasma (pH-Wert=7,53) um Faktor 5,25 verdinnt, um
eine Konzentration von 152,4 mM zu erhalten. In den Versuchsreihen wurden die Konzentration
1,52 mM, 7,62 mM und 15,24 mM getestet.

3.2 Allgemeine Zellkultur

Fir den auf humanen Hepatozyten basierenden Zytotoxizitatstest wurde die humane Zelllinie
HepG2/C3A verwendet. Dabei handelt es sich um den Subklon der Hepatoblastom Zelllinie
HepG2. Die HepG2-Zellen wurden 1975 von Aden et al. aus dem hepatozellularen Karzinom
eines 15-Jahrigen argentinischen Jungen isoliert. Die Zellen werden haufig fur toxikologische
Fragestellungen eingesetzt und sind hinsichtlich vieler phano- und genotypischer Eigenschaften
gut charakterisiert [159, 160] Im Anhang sind die verwendeten Materialien, Reagenzien und
Gerate in Tab. 18, 19 und 20 aufgefihrt.

3.2.1 Morphologie

Die morphologische Gestalt der HepG2/C3A ist mit dem flachen, polygonalen Erscheinungsbild
und einer GroRe von 12-19 ym charakteristisch fur Leberparenchym-zellen. Die adharenten
Zellen wachsen grotenteils als Monolayer in kleinen Aggregaten [161]. Im Zellrasen zeigen die
Zellen epitheloides Wachstum, das am Rand unregelmafiger und aufgeblaht erscheint. Die
Zellen, die sich vom Zellverband geldst haben, wachsen gelegentlich auch fibroblastenartig. Bei
langeren Kultivierungszeiten kommt es zu einem dreidimensionalen Wachstum, wobei die
interzelluldren Verbindungen sehr intensiv sind, so dass eine Ablésung mit Trypsin erschwert
wird. Die Morphologie der HepG2/C3A ist denen von humanen Hepatozyten in Kultur sehr
ahnlich, lediglich der Nukleus ist mit 8-12 um im Gegensatz zu Hepatozyten von Mensch oder
Ratte sehr grof3 [162].

3.2.2 Kultivierung

Die HepG2/C3A-Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO, und 60 % Luftfeuchtigkeit im Brut-schrank
kultiviert. Das Kulturmedium bestand aus Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit einem
Zusatz von 10 % oder 15 % fetalem Kalberserum (FKS), 1 % Glutamin-Lésung (200 mM) und 1
% Antibiotika- / Antimykotika-Lésung (Penicillin G (10.000 IE/ml) / Streptomycin (10 mg/ml)). Zur

Revitalisierung wurden die Hepatozyten in das beschriebene Kulturmedium Gber-fihrt und nach
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Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung mit Trypanblau-Farbung in einer Neubauer-Zahlkammer (C-
Chip) in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml und einer Vitalitdt > 70 % in eine 25 T
Zellkulturflasche (10 ml Volumen) eingesat. Der erste Mediumwechsel erfolgte nach 24 h, danach
im Rhythmus Montag — Mittwoch — Freitag. Wurde eine Konfluenz von etwa 80 — 90 % erreicht,
wurden die Zellen passagiert. Dabei wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, der Monolayer
mehrmals mit Phosphate buffered Saline (PBS) gespult und die Zellen anschlieRend durch
Zugabe von 2 ml Trypsin EDTA (1,25 mg/ml) abgeldst. Abschlielend wurden die Zellen nach
Zellzahl- und Vitalitats-bestimmung (Vitalitat > 90 %) je nach Verwendungszweck in Zellkultur-
Flaschen oder Multi-wellplatten ausgesat. Alle Arbeits-schritte erfolgten unter sterilen
Bedingungen. In den folgenden beschriebenen Experimenten haben die verwendeten Zellen die

Passage 10 nicht Gberschritten.

3.2.3 Master- und Workingzellbank

Im Rahmen der Arbeit wurde eine Masterzellbank der humanen Leberkarzinomzelllinie
HepG2/C3A unter Good Laboratory Practice-Bedingung (GLP) erstellt. Ein Vial von der American
Type Culture Collection (ATCC CRL-10741) mit 1x10” Zellen/ml wurden ausgesat und innerhalb
von 23 Tagen soweit kultiviert, dass 140 Kryoréhrchen mit 1x107 Zellen/ 2 ml kryokonserviert und
im Stickstoff eingelagert werden konnten.

Fir die Uberpriifung der gewonnenen Zellen wurden unterschiedliche Parameter analysiert. Die
Beschreibung der Zellmorphologie erfolgte mittels Lichtmikroskopie, sowie mit Transmissions-
und Rasterelektronenmikroskopie am Elektronenmikroskopischen Zentrum (EMZ) der Universitat
Rostock.

Zur molekulargenetischen Charakterisierung der Zellen wurde durch die Firma DIAGENOM
GmbH (Molekulare und zytogentischer Diagnostik, Rostock) eine Short-Tandem-Repeat (STR)-
Markeranalyse durchgefuhrt. Die Zellen der hergestellten Masterzellbank (ATCC) wurden mit den
bisher genutzten HepG2/C3A-Zellen verglichen. Dabei fand eine Fragment-langenanalyse von
11 STR-Markern zur Gegenlberstellung der Zelllinien statt. Neben den friheren
charakteristischen Markern Amelogenin, CSF1PO, D13S317, D13S539, D16S539, D5S818,
D7S820, THO1, TPOX, vWA wurden noch zwei weiteren, im Primergemisch enthaltene Bereiche
(D3S1358 und D21S11) untersucht.

Die KontaminationsUberprifung der Zellkulturiberstande auf Mycoplasmen wurde mittels
MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Bei dem
Test wird die Aktivitat mycoplasmatischer Enzyme ausgenutzt, die die Umwandlung von ADP in
ATP unter Bildung eines Farbumschlages bewirken, der im Luminometer nachgewiesen werden
kann. Zudem wurden Zellkulturiberstdnde mikrobiologisch durch das Medizinische Labor
Rostock auf Bakterien, Pilze und Viren untersucht. Zur quantitativen Uberpriifung der Viruslast
wurden die Zellkulturiberstande auf ausgewahlte Viren getestet. Mit Hilfe eines Nukleinsaure-

Amplifikationsverfahren unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (englisch Polymerase
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Chain Reaction, PCR) wurde durch Vervielfaltigung des Erbmaterials der Erreger von CMV
(Cytomegalie-Virus), EBV (Epstein-Barr-Virus) und HBV-DNA (Hepatitis-B-Virus) als direkter
Virusnachweis bestimmt. Der quantitative Nachweis von HCV-RNA (Hepatitis-C-Virus) wurde
mittels one-step-real-time PCR mit sequenzspezifischen Primern und Detektion Uber
Fluoreszenzmessung nach Hybridisierung von sequenzspezifischen, fluoro-genen Sonden
(Cobas TagMan-Prinzip) durchgefihrt. Des Weiteren wurde die  HIV-1-RNA-
Virluslastbestimmung (Humane Immundefizienz-Virus) im Zellkulturiberstand durch PCR
bestimmt. Zur Uberpriifung der Funktionalitdt der Masterbank-Zellen wurden folgende Tests
(Testbeschreibung siehe 3.6) durchgefuhrt:

— Bestimmung der metabolischen Aktivitat mittels XTT
— Freisetzung von Lactat-Dehydrogenase (LDH)

— Bestimmung Zellzahl und Vitalitat

— Bestimmung der Proteinsynthese von Mikroalbumin

— Aktivitatsbestimmung von Cytochrom P450-Isoenzym 1A2

Nach Charakterisierung der Zellen konnte eine Workingzellbank aus 2 Kryoréhrchen der
Masterzellbank generiert werden. Nach 20-tagiger Kultivierung der Zellen konnten 20
Kryoréhrchen mit 1x107 Zellen/ml hergestellt und kryokonserviert werden. Diese Zellen wurden

nach Funktionalitdtsiberprifung fur die Testung der Hepatotoxizitat verwendet.

3.3 Hepatotoxizitat

Einheitliche Standards haben sich fir die Evaluierung von in-vitro Hepatotoxizitat mit Hepatozyten
noch nicht herausgebildet. Um eine mdglichst umfassende Aussage treffen zu kénnen, ist der
Einsatz von mehreren Tests, die die systematischen Kategorien der Zellvitalitdt und -funktion

abdecken, erforderlich.

3.3.1 Herstellung eines Plasmapools

Aufgrund der unterschiedlichen PlasmaeiweilRbindung der zu testenden Medikamente ist es
notwendig ein fir alle diese Substanzen gleichartiges Plasma zu verwenden. Dazu wurde von
freiwilligen gesunden Vollblutspendern ohne Medikation Blut gewonnen. Die Antikoagulation
erfolgte durch 50 IE Heparin/ml Blut. Nach zwei stiindiger Ruhezeit wurde das antikoagulierte
Heparin-Blut zentrifugiert (5000 g, 7 min, 4 °C, ohne Bremse). Das dadurch gewonnene Frisch-
plasma wurde mit einem manuellen Plasmaextraktor separiert und im Anschluss gepoolt.
Heparin-Plasma ist zellfrei (Erythrozyten, Leukozyten) kann aber noch Spuren von Zellanteilen
(Thrombozyten) enthalten. Zur Lagerung in 50 ml Blue Caps bei -30 °C wurde das Plasma

abschlieRend Uber eine Sterilfiltereinheit mit einer Porengrofie von 0,22 um filtriert.
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3.3.2 Testvorbereitung

Zur Testung der Grundparameter (siehe Tab. 7) wurden pro zu testende Substanz drei 24-Well-
Platten mit in DMEM-Medium kultivierten Zellen verwendet. Zur Aktivitdtsbestimmung von
CYP1A2 (siehe Abschnitt 3.6.3.1) wurden die Hepatozyten mit 15 % FKS-haltigem DMEM-
Medium kultiviert. Zusatzlich wurden die Zellen mit 3-Methylcholanthren (3-MC) in einer
Konzentration von 2,68 mg/l (10 um) vom 14. bis zum 21. Tag nach der Revitalisierung
vorstimuliert. Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, wie 3-MC, induzieren vor allem
CYP Isoenzyme der Familie 1. HepG2/C3A zeigen eine geringe CYP1A2 Enzymaktivitat. Dieses
Enzym besitzt vor allem fur den Arzneistoffmetabolismus in der Leber eine wichtige Funktion.
Durch die Induktion mit 3-MC kann eine Aktivitatssteigerung tber das 40-fache im Vergleich zum
Ausgangswert erreicht werden [163]. Bei der Aussaat der vorstimulierten Zellen in die 24-Well-
Platte 3 wurde zur Aufrechterhaltung und weiteren Steigerung der Enzymaktivitat dem
Kulturmedium eine erhdhte 3-MC Konzentration von 5,36 mg/l (20 ym) hinzugeflgt. Die
Kultivierung der HepG2/C3A fir die 24-Well Platte 1 und 2 erfolgte mit 10 % FKS-haltigem
Kulturmedium. Die Zellen wurden 3 Wochen so kultiviert, dass am geplanten Versuchstag eine
Konfluenz von etwa 100 % erreicht wurde. Am Vortag der Experimente wurde auf3erdem ein
Mediumwechsel durchgefiihrt, so dass sich die Zellen zum Versuchszeitpunkt unter gleichen

Bedingungen befunden haben.

3.3.3 Testdurchfiihrung

Bei allen drei 24-Well-Platten wurde
folgendes Schema (siehe Abb. 3)
pipettiert. Pro 24-Well-Platte wurden

drei unterschiedliche

>

(o1
0000;
0000;
00002
0000:
0000
OOOD:-

Konzentrationen pro Testsubstanz

pipettiert. Dabei war Cnax die

0

niedrigste Konzentration, die sich im

klinischen Einsatz befindet,

D

Anwendung fand weiterhin die 5-

fache und 10-fache Konzentration
Abb. 3 Belegung einer 24-Well-Platte, M - DMEM + 10 oder 15 %

FKS | P - eigenhergestelltes Gesundplasma

von Cax.

Bedingt durch die unterschiedliche Plasmaeiweil3bindung der verwendeten Medikamente wurden
neben dem oben beschriebenen Kulturmedium samtliche Medikamentenansatze auch in 100 %
selbst hergestelltem Gesundplasma getestet. Zusatzlich zu den drei Konzen-trationen in
dreifacher Ausfihrung wurden drei unterschiedliche Kontrollen jeweils im Doppelansatz auf die

24-Well-Platte aufgetragen. Bei Kontrolle 1 handelt es sich um DMEM-Medium, welches
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entweder mit 10 oder 15 % FKS entsprechend der Aufgabenstellung versetzt wurde. Die Kontrolle
2, DMEM-Medium, wurde nicht mit FKS versetzt, so dass Ruckschlisse auf den Einfluss von FKS

gezogen werden kénnen. Das selbst hergestellte Gesundplasma fungierte als dritte Kontrolle.

Der weitere detaillierte Testablauf des Hepatotoxizitats-Assay fir die drei 24-Well-Platten wird in
der Tab. 6 beschrieben.

Tab. 6 Beschreibung des siebentagigen Testablaufes

Ansatz

24-WELL-PLATTE 1 24-WELL-PLATTE 2 24-WELL-PLATTE 3

Tag

HepG2/C3A HepG2/C3A HepG2/C3A* (3-MC
mit 10 % Kulturmedium mit 10 % Kulturmedium stimuliert)
mit 15 % Kulturmedium
1 Aussaat der Zellen Aussaat der Zellen Aussaat der 3-MC
500.000 Zellen in 250 pl/Well  500.000 Zellen in 250 pl/Well  Stimulierten Zellen
> 2.0 x 108/ml > 2.0 x 108/ml 500.000 Zellen in 500 pl/Well
- nach 4 h Adharenz - nach 4 h Adharenz > 1,0x 10%ml
(Inkubation unter (Inkubation unter
Standardbedingung) Standardbedingung)
- Zugabe der - Zugabe der
Testsubstanzen (1ml) Testsubstanzen (1ml)
2/3 - Inkubation unter - Inkubation unter taglich Mediumwechsel
Standardbedingung Standardbedingung - Medium absaugen
- Zugabe von 500 pl 15 %
Kulturmedium mit 3-MC
(5,36 mg/l = 20 pm)
4 - Uberstandsabnahme zur - Uberstand absaugen - Uberstand absaugen
LDH-Bestimmung (3 d) - 2 x mit 1 ml PBS spiilen -2 x mit 1ml PBS spulen
- 2 x mit 1 ml PBS spilen - Zugabe der Testsubstanz - Zugabe der Testsubstanz
- Zugabe der Testsubstanz (1 mil) (1 ml)
(1ml)
5/6 - Inkubation unter - Inkubation unter - Inkubation unter
Standardbedingung Standardbedingung Standardbedingung
7 - LDH-Bestimmung (6 d) - Zellzahl / Vitalitat - Fluorimetrische
- Live/Dead (nach Bedarf) - XTT-Test (direkt) Bestimmung
- Mikroalbumin P450 / CYP1A2
- XTT-Test (indirekt)

LDH - Lactat-Dehydrogenase / 3-MC - 3-Methylcholanthren, XTT- (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-

Carboxanilide)

26



3 MATERIAL UND METHODEN

3.4 Parameter des Hepatotoxizitatstest
3.4.1 Bestimmung von Vitalitat und Proliferation

3.4.1.1 Trypanblaufarbung zur Bestimmung der Zellvitalitit

Der Standard zur Uberpriifung der Vitalitat ist die Anfarbung mit dem organischen Azofarbstoff
Trypanblau, dessen Anion an Zellproteine bindet [164]. Die Trypanblau-Methode ist eine Aus-
schlussfarbung und ermdglicht eine Aussage Uber die Aufrechterhaltung des negativen inneren
Plasmamembranpotenzials. Durch die negative Ladung von Trypanblau kann der Farbstoff nur
in die Zellen penetrieren, bei denen das aktiv aufrechterhaltene innere Membranpotenzial
zusammengebrochen ist. Dementsprechende gelangt der Farbstoff ausschlieflich in toten Zellen
durch die defekte Zellmembran. Dort bindet Trypanblau im Zytosol an Proteine und farbt die toten
Zellen tiefblau. Zellmembranen von lebenden Zellen lassen den Farbstoff nicht penetrieren und
bleiben demzufolge ungefarbt. Aufgrund seiner Grofie (M= 960,8 g/mol) kann der Farbstoff die
intakte Membran nicht passieren [165]. Da Trypanblau zytotoxisch fir die Zellen ist, muss die

Bestimmung unmittelbar nach Farbstoffzugabe durchgefiihrt werden [166].

Zu Beginn des Tests wurde der Uberstand der Zellen pro Well in ein entsprechendes BlueCap
uberfuhrt. Nachdem Waschen der Zellen mit PBS wurden die adharenten Zellen mit 500 pl
Trypsin-Lésung inkubiert (37 °C, 5 % COg, 60 % Luftfeuchtigkeit, 10 min). Die abgeldsten Zellen
wurden in das dazugehérige BlueCap Uberflihrt. Nach der Zentrifugation (5 min, 153 g) wurde
der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet mit Zellkulturmedium resuspendiert. Die mit
Trypanblau und PBS verdinnte Zellsuspension (Bsp. 1:8 Verdinnung: 100 ul Trypanblau + 25 pl
Zellsuspension + 75 pl PBS) wurde in die Zahlkammer (C-Chip) pipettiert. Die lebenden und toten
Zellen wurden innerhalb der vier Gro3-Quadrate unter einem Lichtmikroskop bei einer 100-fachen
VergroRerung ausgezahlt. Der Mittelwert der lebenden Zellen multipliziert mit dem Faktor 10* und
der entsprechenden Verdlinnung ergeben die Lebendzellzahl/ml. Die Gesamtzellzahl/ml ergibt
sich aus der Lebendzellzahl/ml multipliziert mit dem Volumen der Zellsuspension. Die Vitalitat [%]
der Zellen berechnet sich aus dem Quotienten von Lebend-zellzahl und Gesamtzellzahl (lebende

+ tote Zellen). In der Auswertung wurde die Lebendzell-zahl angegeben.

3.4.1.2 Freisetzung von Lactat-Dehydrogenase (LDH)

Die Messung der LDH-Aktivitat wird nicht nur zur Uberprifung der Vitalitat von Zellen eingesetzt,
sondern gilt auch als ein etablierter Endpunkt fur die Bestimmung der Zytotoxizitdt von
Testsubstanzen. Deren toxische Wirkung schadigt die Zellen unspezifisch und kann zur
Freisetzung des zytosolischen Enzyms LDH durch den moglichen Verlust der Zellmem-
branintegritat kommen. Dies fiihrt zu einer Akkumulation von LDH im Medium [167]. LDH ist ein
hochmolekulares, intrazellulares in allen Zellen vorkommendes Enzym (etwa 140 kDa), dass eine

grol’e Bedeutung fir den Intermediarstoffwechsel der Zellen besitzt, da das Enzym bei der
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Glykolyse mitwirkt. Es katalysiert je nach pH-Wert die Umsetzung von Pyruvat zu Laktat (und
umgekehrt), dabei dient NADH (bzw. NAD) als Coenzym.

f
Pyruvat + NADH + H+ ~ Lactat + NAD+

In vitalen Zellen befindet sich LDH im Zytoplasma. Bei einer Schadigung der Zellen geht die
Integritat der Membran verloren. Infolgedessen wird die Membran fir gro3e Molekiile permeabel,
LDH wird extrazellular freigesetzt und kann auf3erhalb der Zelle gemessen werden. Eine geringe
Hintergrundaktivitat befindet sich jedoch auch stets in den Kulturiberstanden von intakten Zellen
[168].

Am Tag 3 und am Testtag wurden 200 pl Zellkulturiiberstand pro Well der 24-Well-Platte in
Mikrotubes pipettiert. Die LDH-Bestimmung erfolgte methodisch als kinetisch-optischer Test nach
der optimierten Standardmethode der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie (DGKC)
[169]. Die Bestimmungen wurden am EDV-gestitzten Analysenautomaten Cobas Mira
spektralphotometrisch bei 340 nm durchgeflihrt, wobei der Verbrauch des Coenzym NADH + H*
als Mal fir die LDH-Aktivitat gilt.

3.4.1.3 Live/Dead Férbung

Das Live/Dead-Assay Kit dient zur fluoreszenzmikroskopischen Bestimmung der Zellvitalitat
durch die Identifizierung lebender und toter Zellen. Die Methode basiert auf den Eigenschaften
der verwendeten Farbstoffe Calcein AM und Ethidium Homodimer-1. Diese unterscheiden sich
nicht nur in den unterschiedlichen Wellenlangen (Farben), in denen sie fluoreszieren, sondern
auch in den osmotischen Eigenschaften, wobei zwei charakteristische Vitalititsparameter der
Proben bestimmt werden: (1) die intrazellulare Esteraseaktivitat und (2) die Plasmamem-
branintegritat [170, 171].

Das nicht-fluoreszierende zellwandpermeable Esterasesubstrat Calcein-AM diffundiert durch die
Zellmembranen und wird im Zytoplasma enzymatisch zu fluoreszierendem Calcein hydroxyliert
(Abspaltung des Acetoxymethyl-Esterrests). Dieses bildet mit Calciumionen Chelate, welche die
Zelle nicht verlassen kénnen: das stark fluoreszierende Calcein (530 nm). Die Esteraseaktivitat
findet nur in vitalen Zellen statt, so dass die lebende Zelle durch gleichmaRige grinliche
Fluoreszenz im Zytoplasma erkennbar ist. Der hydrophile rotfluores-zierende Farbstoff Ethidium
Homodimer-1 kann nur durch die geschadigte Membran toter Zellen eindringen und bindet dort
an Nucleinsauren des Zellkerns. Dabei erfolgt eine vierzigfache Verstarkung der intensiv roten
Eigenfluoreszenz (>600 nm). Intakte Membranen lebender Zellen kann Ethidium Homodimer-1
nicht durchdringen. Aus dem Verhéaltnis von lebenden und toten Zellen kann z.B. die Zytotoxizitat

von bestimmten Materialien ermittelt werden [172, 173].

Am Testtag wurde der Zellkulturiberstand der Wells abgesaugt und die adharenten Zellen mit

PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 250 pl Live/Dead Reagenz (Calcein-AM
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2 uM, Ethidium Homodimer-1 4 yM) pro Well. Nach einer Inkubation von 20 min bei
Standardbedingung im Brutschrank konnten die entsprechenden Fluoreszenzen der Zellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop mit den Filtern: GFP (457-487 nm) und Texas Red (542-582 nm)

qualitativ beurteilt und fotographisch dokumentiert werden.

3.4.1.4 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie kann das Innere oder die Oberflaiche von Proben durch Elektronen
darstellen. Aufgrund der geringen Wellenlange des Elektronenstrahls konnen im Gegensatz zur
Lichtmikroskopie VergroRerungen von mehr als 100.000-fach erreicht werden, da die Auflésung
eines Lichtmikroskops durch die Wellenlange begrenzt ist. Grundsatzlich werden zwei
elektronenmikroskopische Verfahren unterschieden: Trans-missions- und Rasterelektronen-

mikroskopie [174].

Zur Probenvorbreitung wurden HepG2/C3A (100.000 Zellen/pro Well) auf ausgestanzten
Melinex-Folien in 24-Well-Platten ausgesat. Nach drei Tagen Kulitivierung mit den
Testsubstanzen wurden die Zellen zweimal mit 1 ml PBS gespult und fir mindestens zwei

Stunden in Glutaraldehyd (4 % gepuffert in 0,1 M Natriumphosphatpuffer) fixiert.

Die Durchstrahlungs- oder Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) ermdglicht die hoch-
aufgeldste Abbildung von Zellmorphologien bis in den Sub-Nanometerbereich. Es kdnnen alle
Strukturen der Zellen in ein zweidimensionales Bild projiziert werden, die geniigend Kontrast
erzeugen (durch Adsorption und/ oder Streuung von Elektronen) [175, 176]. Fir die TEM-
Aufnahmen wurden die fixierten Zellen in Puffer gewaschen und in 1 % gepufferten
Osmiumtetroxid nachfixiert. Nach mehrfachen Spillen im Puffer erfolgte die Entwasserung in
aufsteigender Acetonreihe von 30-100 %, sowie die Anpassung an das Einbettungsmittel.
AnschlieBend wurde die Polymerisation bei 58 °C im Brutschrank fur zwei bis drei Tage
durchgefiihrt. Die Ultradlinnschnitt-Praparate (70-100 nm) wurden am Ultramikrotom hergestellt
und in einer L6ésung mit Toluidinblau, Borax und Pyronin gefarbt. Zur TEM-Aufnahme wurde
innerhalb des Transmissions-Elektronenmikroskopes EM902 ein Vakuum erzeugt, um einen
zZielgerichteten Elektronenstrahl zu gewahrleisten, der das Praparat durchstrahlt. Die Elektroden
werden von einer Kathode erzeugt und mit einer Hochspannung beschleunigt. Durch die
Wechselwirkung des Elektronenstrahls mit dem Praparat entstehen verschiedene Signale, die
mit einem Detektor aufgenommen werden und elektronisch zu einem Bild verarbeitet werden
kénnen [177].

Wahrend im TEM nur Schnitte von Zellen betrachtet werden kdnnen, eignet sich die Raster-
Elektronenmikroskopie (REM) zur detaillierten Darstellung von Oberflachen. REM ermaglicht
mikroskopische Abbildungen von Oberflachenflachenstrukturen mit héchster Auflésung und
grolier Scharfentiefe in vielfach hoher Vergréfterung [178]. Die fixierten Zellen wurden durch

Kritische-Punkt-Trocknung (CPD) getrocknet. Zur Herstellung der Leitfahigkeit wurden die
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Proben im Vakuum mit Hilfe eines Sputer-Coasters mit Gold, Chrom oder Nickel bedampft.
Anschlielfend wurden die Praparate mit einem punktférmigen Raster abgerastert. Die rickge-
strahlten primaren oder sekunddren Elektronen wurden mit einem geeigneten Detektor am
Raster-Elektronenmikroskop DSM 960 A. aufgezeichnet [179, 180]. Die elektronen-mikrosko-
pischen Arbeiten wurden in Kooperation mit dem EMZ der Medizinischen Fakultat der Universitat

Rostock unter der Leitung von Herrn PD. Dr. sc. nat. M. Frank mit Frau U. Schulz durchgefihrt.

3.4.1.5 Live Cell Imager

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Konfluenz, Wachstumskurven und Zeitrafferaufnahmen der
Hepatozyten nach Aussaat in die 24-Well-Platten, sowie nach Zugabe der Test-substanzen
(siehe 3.5, Tab. 9) aufgenommen. Der JuLI™ Br, ein digitaler ,Live Cell Imager, kann Echtzeit-
analysen von Zellen unter Brutschrank-Bedingungen aufnehmen. Mit der Hellfeld-Mikroskop-
Einheit (40-fach Vergrofierung), der LED-Lichtquelle und einer hochauflésenden Digitalkamera
ist es moglich Zeitrafferaufnahmen, automatische Analysen der Zellkonfluenz und Aufnahmen

von Wachstumskurven in Echtzeit zu erstellen.

3.4.2 Bestimmung der Proteinsynthese von Mikroalbumin

Albumin ist mengenmalig das wichtigste Plasmaprotein und macht beim Gesunden etwa zwei
Drittel der Gesamtproteinkonzentration aus. Die Albuminsynthese findet ausschlie3lich in den
Hepatozyten statt und ist ein wichtiger Parameter fir die Hepatozytenfunktion [181]. Durch die
Bestimmung des Mikroalbumins (MA) kann die Syntheseleistung der eingesetzten Hepatozyten
abgeleitet werden. Die MA-Bestimmung ist der Nachweis von Albumin in sehr geringen Mengen
(20-200 mg/l), welche durch das Medizinische Labor Rostock nach der optimierten Standard-
methode der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie (DGKC) durchgefuhrt wurde. Die
kinetische Immunnephelometrie basiert auf einer Immunreaktion, bei der das MA geldst im
Zellkulturiberstand vorliegt und mit dem gegen MA gerichteten Antikdrper unlésliche Antigen-

Antikérper-Komplexe ausbildet.
Albumin (Probe) + Antikérper —  [Albumin (Probe) - Antikérper (Aggregate)]

Beim MA-Test (in-vitro-Diagnostikum) wird die Geschwindigkeit der von den in der L&sung
schwebenden Partikeln verursachten Streulichtzunahme mit einem Nephelometer (Immage 800;
Beckman-Coulter, Krefeld, Deutschland) gemessen. Diese Partikel entstehen durch die
Komplexbildung wahrend der Antigen-Antikorper-Reaktion [182]. Am Versuchstag wurden 200 ul
Zellkulturiiberstand in sterile EppendorfgefalRe Uberfihrt. Bis zur MA-Bestimmung wurden diese

Proben bei -20 °C gelagert.
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3.4.3 Aktivitdt von Enzymsystemen

3.4.3.1 Fluorimetrische Bestimmung P450/ CYP1A2

Das Cytochrom-P450-System spielt eine entscheidende Rolle beim Abbau von Arzneistoffen
durch Oxidation. Der Metabolismus der meisten Medikamente wird durch Enzyme des
Cytochroms katalysiert. Die Methode der 7-Ethoxyresorufin-O-Deethyl-aseaktivitat (EROD)
basiert auf der katalytischen Umwandlung von 7-Ethoxyresorufin in den fluoreszierenden
Farbstoff Resorufin [183, 184]. Die EROD ist eine sehr haufig verwendete Modellreaktion zur
Charakterisierung der Isoenzyme CYP1A1 und 1A2. Die spezifischen O-Deethlyierung des
Phenooxazonderivates 7-Ethoxyresorufin in Gegenwart von NADPH + H* und Sauerstoff erfolgt
durch Ubergang des am Cytochrom P450 aktivierten Sauerstoffs am a-C-Atom zum Heteroatom
unter Bildung eines Halbacetals (Abb. 4). Diese wird wegen seiner geringen Stabilitat zu
Acetaldehyd und dem stark fluoreszierende Resorufin gespalten. Aufgrund seiner Fluoreszenz

kann Resorufin direkt im Kulturmedium detektiert und quantifiziert werden [185, 186].

N N
X [O] = ,/O
_ol - CHyCZ

~0 0 0 HO 0 o)

7-Ethoxyresorufin Resorufin Acetaldehyd

Abb. 4 Umwandlung von Ethoxyresorufin zu Resorufin

Der EROD-Assay wurde nach Donato et. al. 1993a durchgefiihrt [163, 187]. Am Versuchstag
wurde der Zellkulturiiberstand abgesaugt und der Monolayer durch zweimaliges Sptilen mit PBS
von eventuellen Rickstanden befreit. Anschliefend wurden 500 pyl neues DMEM mit 8 uymol/l
Ethoxyresorufin und 10 ymol/l Dicumarol zu den Zellen gegeben. In der Inkubationszeit von einer
Stunde bei Standardbedingungen im Brutschrank wurde ein Teil des Ethoxyresorufins von den
HepG2/C3A-Zellen zu Resorufin umgewandelt. Das Dicumarol fungiert als Phase || Hemmstoff
der DT Diaphorase und soll dabei weitere Verstoffwechselung des entstandenen Resorufin
verhindern [188, 189]. Anschlieend wurden 2 x 75 ul Zellkulturiberstand pro Well
(Doppelbestimmung) in eine schwarze 96-Well-Platte pipettiert und zusatzlich 15 pl/Well
Natriumacetat-Puffer, der 15 Fishman Units 3-Glucuronidase und 120 Roy Units Arylsulfatase
enthalt, dazugegeben. Die Losung soll eventuell gebildete Resorufinkonjugate hydrolisieren [190,
191]. Der Ansatz in der 96-Well-Platte inkubierte schiittelnd (600 U/min) fir weitere 3 h bei 37 °C.
Nach Ablauf der Zeit wurden 200 ul Ethanol (absolut) pro Well hinzugegeben, um die Reaktionen
zu stoppen. Bei der Aktivitdtsmessung am Fluorometer bei einer Wellenldange von 530 / 584 nm
wurden die Fluoreszenzen bestimmt. Die Konzentrations-bestimmung wurde anhand einer
Kalibrier-gerade durchgeflihrt, die durch Verdiinnung einer Stammlésung von Resorufin (Blank —

10 pmol — 20 pmol — 40 pmol — 80 pmol) in Kulturmedium, hergestellt wurde. Die Resorufin-
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Mengen berechnen sich mit Hilfe einer linearen Regressions-Kurvengleichung bedingt durch die

Resorufin-Kalibrierkurve.

3.4.3.2 Fluorimetrische Bestimmung P450 / CYP3A4

Zusatzlich als Parametererweiterung zu den in Abschnitt 3.5 genannten Tests zur Analyse der
Hepatotoxizitat von Antimykotika wurde mit den Substanzen Anidulafungin, Fluconazol,
Caspofungin, sowie Paracetamol in den entsprechenden Konzentrationen die Bestimmung der
Cytochrom-Aktivitdt CYP3A4 durchgeflhrt.

CYP3A4 stellt quantitativ den Hauptanteil des hepatischen Cytochroms (30-40 %) dar und
metabolisiert Uber die Halfte alle therapeutisch applizierten Pharmaka, die den Phase-I-
Metabolismus durchlaufen. Neben der Leber wird CYP3A4 auch im Darm exprimiert [192, 193].
Zur Aktivitatsbestimmung von CYP3A4 wird beispielsweise bevorzugt das fluorogene Substrat 7-
Benzyloxy-4-trifluormethylcumarin (7-BFC) verwendet, das zum korrespondierenden Fluoro-
chrom-Produkt 7-Hydroxy-4-trifluormethyl-cumarin (7-HFC) debenzyliert wird [194, 195]. Die
Wirksamkeit dieser CYP3A4-Substrate kann durch Induktoren und Inhibitoren von CYP 3A4

beeinflusst werden [196].

Zur Aktivitatsbestimmung von CYP3A4 wurde zusatzlich eine 24-Well-Platte mit Hepatozyten, die
mit 10% FKS-haltigem Medium kultiviert wurden, angesetzt. Dabei wurden 5x10° Zellen pro Well
ausgesat. Die Testsubstanzen wurden nach 24-stiindiger Adharenz nach Absaugen des
Uberstandes pipettiert und fir weitere 48 h im Brutschrank mit den Zellen inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde der Zellkulturiiberstand pro Well abgesaugt und anschliefend mit 1 ml PBS
gesplilt. Es folgte die Zugabe von 500 ul 7-BFC in einer Konzentration von 100 um pro Well. Nach
1 h Inkubation wurden 2x100 ul Uberstand pro Well (Doppelbestimmung) und der Standard mit
7-HFC (Blank — 10 pmol — 20 pmol — 40 pmol — 80 pmol) in eine schwarze 96-Well-Platte pipettiert.
AbschlielRend erfolgte die Messung am Fluorometer bei einer Wellenlange von 355/538 nm. Mit
Hilfe einer linearen Regressions-Geradengleichung wurden die Substrat-Mengen (7-HFC)

ermittelt.

3.4.4 Aktivitdat mitochondrialer Dehydrogenasen (XTT-Test)

Der XTT-Test ist ein nicht-radioaktiver, colorimetrischer Assay zur Bestimmung von Zellproli-
feration und -vitalitat (Analyse der allgemeinen Stoffwechselaktivitat). Die biochemische Methode
basiert auf der Metabolisierung eines gelben Tetrazoliumsalzes in den orange-farbenen
Formazan-Farbstoff durch mitochondriale Dehydrogenasen stoffwechselaktiver Zellen [197]. 2,3-
Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid, kurz XTT, wird nur von
metabolisch aktiven Zellen zu einem wasserldslichen Formazan-Farbstoff reduziert und wird
dabei direkt ins das Kulturmedium abgegeben und kann quantitativ im Photometer bestimmt

werden. Die Menge an gebildetem Farbstoff ist direkt proportional zur Anzahl vitaler Zellen [198].
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Aufgrund seiner negativen Ladung kann XTT nicht in Zellen eindringen. Die Reduzierung erfolgt
auf der Zell-AuRRenseite durch einen Elektronentransport Uber die Zellmembran (Abb. 5). Der
erfasste Zellzustand entspricht im Wesentlichen dem NADH-Status, welcher zum Grolf3teil aus
dem Citratzyklus in Mitochondrien stammt [199, 200]. Die Ladung wird auf der Zell-Aul3enseite
durch Plasmamembran-Oxidoreduktasen Ubertragen. XTT kann alleine zur Nachweisreaktion
verwendet werden, erzielt aber besser Assay-Ergebnisse in Kombination mit einem intermediaren
Elektronen-Akzeptor wie Phenazinmetho-sulfat (PMS). Das Aktivierungs-reagenz PMS nimmt an
der Zelloberflache (oder in der Plasmamembran) Elektronen von Plasmamembran-
Oxidoreduktasen aus und bildet eine reaktive Zwischenstufe, welche die Reduktion von XTT
aullerhalb der Zelle vermittelt [201].

XTT,

- s
pMs Y
red P"s“

Plas 3
Mamemp,
ran transmembran-Elektronentransport

A

NADH
NAD*

Cytosol
Citronensiurezyklus

Mitochondrium

Abb. 5 Schema der Bildung von reduziertem Formazan-Farbstoff (XTTred). NADH fuhrt aus den Mitochondrien tber
einen Plasmamembran-Elektronentransport wieder um zur Reduktion von PMS auf der Zell-AuRenseite. PMS Ubertragt
Elektronen schlieRlich auf XTT [199]

Am Testtag wurden zwei verschiedene Varianten (indirekt / direkt) der Bestimmung der Stoff-
wechselaktivitdat durchgefihrt, um die noch vorhandene Aktivitdt mitochondrialer Dehydro-
genasen von adharenten und nicht-adhdrenten Zellen einzuschatzen. Dabei wurde im ersten
Ansatz die Aktivitat nicht-adharenter Zellen in der 24-Well-Platte im indirekten Test bestimmt. Es
wurden 100 ul des XTT-Reagenzes (bestehend aus XTT labeling reagent und electron-coupling
reagent, im Verhaltnis 50:1 (v/v)) zu 100 pl Zellkulturiberstand/ Well mit nicht adharenten Zellen
(Doppelbestimmung pro Well) in eine transparente 96-Well-Platte gegeben. Nach 24 h Inkubation
unter Standardbedingung erfolgte die spektrophotometrische Messung am Photometer bei einer
Referenzwellenlange von 690 nm und einer Absorptionswellenlange von 450 nm. Die
Absorptionswerte sind proportional zu der Konzentration des Formazan-produktes. Da die
Umwandlung bei toten Zellen durch ihre inaktiven Mitochondrien nicht stattfindet, ist der
gemessene Wert gleich der Stoffwechselaktivitat der lebenden Zellen. Umso mehr aktive vitale
Zellen, desto hdher der gemessene Wert. Im zweiten Ansatz wurde die Stoffwechselaktivitat im
direkten Test von den nach Trypsinierung abgelésten Zellen (adharente Zellen) der 24-Well-

Platte in Suspension bestimmt. In dem Zusammenhang wurden 100 pl Zellsuspension/Well
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(siehe Abschnitt 3.6.1.1) mit 100 pl XTT-Reagenz in eine durchsichtige 96-Well-Platte als
Doppelbestimmung pipettiet und nach 1 h Inkubation unter Standard-bedingungen

spektrophotometrisch am Photometer gemessen.

3.4.5 Zelluntergang — Apoptose / Nekrose

Ein weiterer zusatzlicher Parameter zur Einschatzung des hepatotoxisches Potenzials von
Medikamenten ist der Zelluntergang. Einerseits kann die Hepatotoxizitdt auf apoptotischen

Vorgangen beruhen, anderseits auf nekrotischen.

Der pathologische Prozess ist die Nekrose, die durch unphysiologische Bedingungen (Hitze,
Strahlung, extreme Veranderungen der physiologischen Bedingungen, Toxine, inflamma-torische
Reize) zur Zerstérung der Zellmembran und zur Freisetzung des Zytosols flihren kann [202—-204].
Die Apoptose, ,programmierter® Zelltod, ist ein natlrlicher und stereotyp ablaufender Prozess,
der an einer Vielzahl lebenswichtiger Prozesse beteiligt ist und durch spezifische morphologische
Veranderungen der Zellen gekennzeichnet ist: Chromatin-Kondensation, DNA-Fragmentation
und Zellschrumpfung mit Ausbildung von membranumschlossenen Vesikeln (,apoptotic bodies®)
[205]. Apoptose kann grundsatzlich Gber zwei wichtige Mechanismen induziert werden: Gber den
Death-Rezeptor vermittelten (extrinsischen) oder den mitochon-drialen (intrinsischen)
Aktivierungsweg. Wahrend dieser Prozesse werden bestimmte Enzyme, wie Caspasen und
Endonucleasen aktiviert, welche Proteine und Chromatin spalten und die apoptotischer

Zelluntergang einleiten [206, 207].

Im Rahmen dieser Dissertation wurden in zusatzlichen Versuchsreihen die Substanzen
Liposomales Amphotericerin B, Anidulafungin, Caspofungin und Fluconazol hinsichtlich des

apoptotischen Potenzials (DNA-Fragmentierung und CD95-Expression) getestet.

3.4.5.1 Durchflusszytometrie

Die Bestimmung der Apoptose wurde im Rahmen dieser Arbeit am Durchflusszytometer
FACSCalibur (Becton Dickinson) durchgefiihrt. Fur die Auswertung wurde das Programm
CellQuest™ Pro benutzt.

Die Untersuchung von Zellen im Durchflusszytometer (FACS: ,Fluorescence Activated Cell
Sorter”) erlaubt die quantitative und qualitative Erfassung von zelluldaren Charakteristika auf
Einzelzellniveau innerhalb einer grélieren Zellpopulation. Die Grundlage einer FACS-Analyse ist
eine (gefarbte) Zellsuspension. Die darin enthaltenen Zellen passieren mit Uberdruck die
Messkammer und werden einzeln von einem fokussierten Laserstrahl beleuchtet. Das dabei
erzeugte Streu- und Fluoreszenzlicht wird separat detektiert. Das Vorwartsstreulicht (FSC,
forward scatter channel) ist dabei proportional zur ZellgréRe, wahrend das Seitwartsstreulicht
(SSC, side schatter channel) Auskunft Gber die Granularitdt bzw. dem Plasma/Kern-Verhaltnis

und aulierer Form der Zelle gibt. Weiterhin erhalt man Informationen (ber die Fluoreszenz-
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intensitaten der an- oder eingelagerten Farbstoffe (FL1, FL2, FL3). Die Streulicht-Messer-

gebnisse werden in einem Dot Plot dargestellt [208].

3.4.5.2 Nachweis DNA-Fragmentierung mit der TUNEL-Methode

Im spateren Verlauf der Apoptose kommt es zur Aktivierung von Endonukleasen, die die
Chromatinstruktur des Zellkerns in 300 kb-Fragmente bis hin zu DNA-Stlicke von 50 bp Lange
spalten. Mit der TUNEL (Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End
Labeling)-Farbung kdnnen diese DNA-Fragmente detektiert werden. Das Prinzip dieser Methode
besteht in der Anlagerung von fluoreszierenden Desoxyuridintriphosphat (FITC-dUTP) an die
freien 3-Hydroxyl-Enden doppel- oder einzelstrangiger DNA, gleichzeitig wird die gesamte DNA
mit Propidium-lodid (Pl) gefarbt. Nichtapoptotische Zellen inkorporieren keine signifikanten
Mengen von FITC-dUTP, da sie weniger 3-Hydroxyl-Enden besitzen, im Gegensatz zu

apoptotischen Zellen, die stark angefarbt werden.

Zur Bestimmung der freien DNA-Fragmente wurde das APO-DIRECT™ Kit nach Hersteller-
angaben verwendet. Es wurden 1x10°6 Zellen pro ml in eine 24-Well-Platte ausgeséat. Nach 24 h
Adharenz wurden die Testsubstanzen hinzugegeben. Um den Anteil apoptotischer Zellen zu
bestimmen, wurden die Zellen der 24-Well-Platte nach weiteren 24 h Inkubation durch
Trypsinierung abgeldst, pelletiert und fir 45 min mit 1 ml 1 % Paraformaldehyd auf Eis fixiert. Im
Anschluss wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit PBS in 1 ml eiskalten 70 % Ethanol
bei -20°C gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden die fixierten Zellen durch Entfernung des
Ethanol, sowie zusatzliche Wasch- und Zentrifugationsschritte mit 50 pyl DNA-Farbeldsung
(bestehend aus 10 ul TdT-Reagenz, 0,75 ul TdT-Enzym, 8 ul FITC-dUTP und 32 ul H20 bzw.
Vielfachen davon) fur 1 h im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde mit dem Rinsing
Puffer gesplilt und die Zellen mit 300 ul PI/RNase Farbungspuffer fir 30 min in Dunkelheit bei
Raumtemperatur versetzt. Die gefarbte Zellsuspension wurde innerhalb von drei Stunden im
Durchflusszytometer mit 5000 Events pro Messung bei 520 nm (FITC, FL-1) bzw. 623 nm (P,
FL-2) gemessen. In der Abb. 6 wird die durchflusszytometrische Analyse der TUNEL-Farbung

und Auswertung beschrieben.
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Abb. 6 Detektion der 3‘-OH-Enden durch TUNEL-Farbung und FACS-Analyse. Im Streudiagramm A wurden alle
Zellen als Dot Plots dargestellt. Das DNA Area Signal (FL2-A) wurde auf der y-Achse und das DNA Width Signal
(FL2-W) auf der x-Achse aufgetragen. Das Gate R1 wurde auf die nicht verklumpten Zellen gelegt. In B wurde der
DNA-Gehalt der Einzelzellen (FL2-A, PI) gegen die Anzahl der Strangbriiche (Fluoreszenzintensitaten der FITC-
dUTP, FL-1) aufgetragen. Im Streudiagramm B wurden im unteren Fenster R3 in die lebenden Zellen (=negativ,
DNA-haltig) und im oberen Fenster R2 in die apoptotischen Zellen (=positiv, Strangbruch-Einbau) unterschieden.
Apoptotische Zellen wiesen eine starkere TUNEL-Fluoreszenz als gesunde Zellen auf. C Die Darstellung der Zellen
im Histogramm erfolgte aus dem Gate R2 und R3 als Overlay. Dabei wurde der Marker M2 (prozentualer Anteil der
apoptotischen Zellen) an dem Ende vom Marker M1 (prozentualer Anteil der lebenden Zellen) gelegt. Die

Prozentangaben wurden in einem Statistik-Histogramm angegeben.

3.4.5.3 Charakterisierung des CD95-Rezeptors

CD95 (Cluster of differentiation 95), auch APO-1 (apoptosis-1) oder Fas (fibroblast associated)
genannt, ist ein transmembranes Protein vom Typ | und verflugt Uber eine cysteinreiche
extrazelluldare Rezeptordomane und eine cytoplasmatische Todesdoméane (DD). Der Zellober-
flachenrezeptor ist Teil der Tumor Nekrose Faktor Rezeptor Familie (TNFR — tumor necrosis
factor receptor family) und kann durch Bindung des Liganden Apoptose auslésen. Neben anderen
Todesrezeptoren wird auch CD95 in der Leber ubiquitar exprimiert, dabei scheint seine Funktion
von herausragender Bedeutung. CD95 ist hauptsachlich im Zytoplasma von unstimulierten
Hepatozyten vorhanden und nur gering-figig in der Zellmembran [209-211]. Auf der Oberflache
der Hepatozyten wurde mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten Antikdrpers die CD95-Expression
durchflusszytometrisch untersucht. Dafiir wurden 1x108 Zellen pro 1 ml Kulturmedium, sowie mit
Plasma versetzten Zellen in eine 24-Well-Platte ausgesat und bei Standardbedingungen 24 h
inkubiert. Danach wurden die Testsubstanzen flir weitere 24 h zu den Zellen gegeben. Nach 48
h wurden die Zellen durch Trypsinierung geerntet, mit 1 ml 1 % FKS/PBS gewaschen und 5 min
bei 300 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Zellpellet mit 200 ul PBS resuspendiert. Die Zellsuspension pro Testkonzentration wurde auf zwei
FACS-R6hrchen aufgeteilt. Dabei wurden einerseits 100 pl Zellsuspension mit 10 pl der
Isotypenkontrolle FITC MOUSE IgG1k versetzt und anderer-seits 100 pyl mit 10 pl

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugierten Anti-Human-CD95 monoklonalen Antikérper aus

36



3 MATERIAL UND METHODEN

der Maus. Die Zellen beider Ansatze der jeweiligen Testkonzentration wurden 30 min bei 4°C
dunkel inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 1 ml 1% FKS/PBS gewaschen,
5 min bei 300 g und Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand entfernt. AnschlieRend
wurden die gefarbten Zellen mit 200 pl PBS resuspendiert und durchfluss-zytometrisch bei einer
Anregungswellenlange von 488 nm und einer Emissionswellenlange von 525 nm analysiert. In

Abb. 7 wird die CD95-Rezeptorexpressions-Analyse durchfluss-zytometrisch erlautert.

Abb. 7 Detektion der CD95-Rezeptorexpression. In dem
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Histogramm wurde die relative Zellzahl (y-Achse) gegen die
M1 Mz Fluoreszenzintensitdt CD95-FITC (x-Achse) aufgetragen.

Dabei wurde die Farbung der Zellen mit dem Isotyp-Kontroll-
antikérper FITC IgG1 (hellgraue Kurve) mit der FITC Mouse
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CD95-Rezeptoren. Der Marker M2 zeigte den prozentualen
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Anteil an CD95-exprimierten Zellen. Das Kurvenende der
Isotypenkontrolle (Marker M1, hellgrau) wurde als Schnitt-

punkt der Marker gewahlt. Die Prozentangaben wurden in

“ i coss T einem Statistik-Histogramm angegeben.

3.5 Test-Validierung mit primaren isolierten Hepatozyten
3.5.1 Versuchsiibersicht

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Teil-Validierung der Ergebnisse mit primar isolierten
humanen Hepatozyten in Kooperation mit der Firma Primacyt in Schwerin durchgefiuhrt. Dabei
wurden die humanen primar isolierten Hepatozyten von zwei unterschiedlichen Spendern durch
Perfusion humaner Leberresektate erhalten. Wahrend die Leber intakt blieb und somit die in vivo-
Situation wiederspiegelte [212, 213]. Es wurde die Zellvitalitdt und CYP1A2-Induktion von vier
Testsubstanzen bestimmt. Parallel erfolgte in den unbehandelten Kontrollzellen die Messung der
Harnstoff- und Albuminfreisetzung als Funktions-parameter zur Qualitatskontrolle der

eingesetzten humanen Hepatozyten.

In der Tab. 7 ist das Losen der Substanzen zur Herstellung der Stamm-, Arbeits- und
Gebrauchslésungen zusammengefasst. Die Stammldsungen wurden bei -20 °C bis zum weiteren
Gebrauch gelagert.
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Tab. 7 Herstellung der Stamm-, Arbeits- und Gebrauchslosungen fir die Testsubstanzen

Losungen Stammlosung (SL)  Arbeitslosung (AL) Gebrauchslésung (GL)
Substanzen
CASPOFUNGIN (50 mg) 50 mg in 10 ml 100 pg/ml 10 ug/ml = 50 pl AL + 450 pl HHMM
Cancidas / Pfizer sterilem dest. H,0 100 pl SL + 4900 ul HHMM 5 pg/ml = 25 pl AL + 475 pl HHMM
5 mg/ml 1 pg/ml = 5 pl AL + 495 pl HHMM
Fluconazol (200 mg/100ml) Infusionslésung 900 ug/ml 90 pg/ml =50 pl AL + 450 yl HHMM
ratiopharm 2 mg/ml 450 pl SL + 550 pyl HHMM 45 pg/ml = 25 yl AL + 475 pl HHMM

5 pg/ml = 5 pl AL + 495 pl HHMM

Paracetamol 1,209 g in 10 ml 152,4 mM 15,24 mM = 50 pl AL + 450 yl HHMM
Acetaminophen / Sigma-Aldrich Ethanol (99 %) 191 pl SL + 810 pl HHMM 7,62 mM = 25 ul AL + 475 yl HHMM
800 mM 1,52 mM = 5yl AL + 495 yl HHMM
ANIDULAFUNGIN (100 mg) 100 mg in 30 ml 750 p/ml 75,0 ug/ml =50 pl AL + 450 ul HHMM
Ecalta / Pfizer sterilem dest. H,0 225 ul SL + 775 yl HHMM 37,5 ug/ml =25 pl AL + 475 pl HHMM
3,33 mg/ml 7,5 pug/ml= 5 pl AL + 495 yl HHMM

HHMM - Human Hepatocyte Maintenance Medium

3.5.2 Testparameter

3.5.2.1 Zellvitalitdt - MTT Assay

Die Bestimmung der Zellvitalitdt wurde mit dem MTT-Test in 96-Well-Platten durchgefihrt. MTT
ist ein dem XTT ahnliches gelbes Tetrazoliumsalz, das bei der Metabolisierung nur durch vitale
und metabolisch aktive Zellen, mit dem Unterschied zu XTT in das unldsliche violettfarbene
Formazan umgewandelt wird. Dabei sind die intrazellularen Enzyme und die Cofaktoren NADH
und NADPH beteiligt. Es wurden 50.000 Zellen/ Well in 100 yl Hepatozyten-Plattiermedium in
eine 96-Well ausplattiert. Nach einer 4 h Adharenzzeit wurde der Monolayer einmal mit PBS
gespllt und anschlieend wurden 50 ul Human Hepatocyte Maintenance Medium (HHMM)/Well
pipettiert. Die Zugabe der Testsubstanzen erfolgte in Sechsfachbestimmung pro Konzentration
am ersten Tag. Nach 24 h Inkubation mit den Testsubstanzen erfolgte die MTT-Bestimmung,
dabei wurden 20 ul MTT-Lésung (5 mg/ml)/Well ins Kulturmedium gegeben und fiir eine Stunde
bei 37 °C inkubiert. Anschlieliend wurde der Zellkulturiiberstand abgesaugt und das intra-
zellulare gebildete Formazan wurde durch die Zugabe von 130 pl Desorb-Lésung (0,7 % SDS in
Isopropanol) nach 15 min orbitalem Schutteln gelost. Bei einer Wellenlange von 595 nm
(Referenz 655 nm) wurde am Biorad Mikrotiterplattenphotometer (Modell 680) die Lichtabsorption
durch Formazan bestimmt. Eine Indikation fir reduzierte Zellvitalitdt ist die Reduktion der

Absorption in behandelten gegenliber unbehandelten Zellen.
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3.5.2.2 EROD-Assay und Proteinbestimmung

Zur Uberprifung der Funktionalitat der primar isolierten Hepatozyten (Bestimmung der CYP1A2-
Aktitivat) wurden 300.000 Zellen/Well in eine collagenbeschichtete 24-Well-Platte ausplattiert.
Der erste Mediumwechsel erfolgte am ersten Tag, am dritten Tag wurden die Testsubstanzen in
Dreifachbestimmung pro Konzentration flir 48 h hinzugegeben. Am vierten Tag wurde das
Medium unter erneuter Zugabe der Testsubstanzen gewechselt. Am flinften Tag erfolgte die
Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD-Assay). Parallel wurde Zellkulturiberstand der
Negativkontrollen bei 4 °C bis zur weiteren Analyse der Harnstoff- und Albuminkonzen-tration
gelagert. Das restliche Zellkulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS
gespluilt. AnschlieRend wurden 500 ul Inkubationspuffer/Well zu den Zellen gegeben. Wahrend
der Inkubation (1 h, 37 °C) wurde das Referenzsubstrat Ethoxyresorufin zu Resorufin metaboliert,
dabei verhindert das enthaltene Dicumarol, Phase ll-Inhibitor, eine weitere Verstoffwechselung
des Resorufins. Die Menge des gebildeten Resorufin im Puffer wurde fluorometrisch am BMG
Labtech Fluostar Optima Mikroplattenlesegerat bei einer Extinktions-welle von 544 nm und einer
Emissionswellenlange von 590 nm detektiert. Es wurde eine Standardreihe von 1-3000 nM

Resorufin angesetzt. Als Positivkontrolle wurde 25 uM 3-Naphthoflavon verwendet.

Zur Proteinbestimmung wurde der Pierce BCA Protein Assay Kit verwendet. Die Zellen wurden
mit 500 uyl 0,1 M NaOH-L&ésung geerntet und zentrifugiert (13.000 rpm, 10 min, 4 °C). 2x25 pl
(Doppelbestimmung) des Uberstandes, welcher die l6slichen Proteine enthélt, wurden in eine 96-
Well-Platte pipettiert und 1 h mit 200 pl Reagenzlésung bei 37 °C inkubiert. Eine Standardreihe
mit 0-1000 ug/ml BSA (Rinderserumalbumin) wurde mitgefiihrt.

3.5.2.3 Bestimmung der Harnstoff- und Albuminkonzentration

Zur Quantifizierung des von den Zellen produzierten und in das Zellkulturmedium freigesetzten
Harnstoffes als Endprodukt des Stickstoffwechsels wurde das QuantiChrom Urea Assay Kit (Bio
Assay System) verwendet. Die Proben wurden als Doppelbestimmung photometrisch bei einer

Wellenlange von 490 nm detektiert.

3.5.2.4 Bestimmung der Albuminkonzentration

Die Albuminproduktion gilt als Alleinstellungsmerkmal der Hepatozyten und kann neben der
Produktion von Harnstoff als zusatzlicher Parameter zur Beurteilung der Funktionalitédt herange-
zogen werden. Die Albuminkonzentration wurde im Zellkulturiberstand als Doppelbestimmung
mittels ELISA (enzyme linked immuno-sorbent assay) getestet. Dabei wurden spezifisch fir
humanes Albumin Antikérper der Firma Bethyl verwendet. Ein goat-anti-human albumin (affinity
purified) Antikérper wurde an eine 96-Well Platte mit hoher Proteinbindungskapazitat gekoppelt.
Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurden freie Stellen mit Rinderserumalbumin

blockiert. Im Anschluss wurden die Proben, die 1:200 bis 1:1200 in Proben-Konjugat-Puffer
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verdinnt und die Standardreihe (1,56-400 ng/ml humanes Albumin) aufgetragen. Das in den
Proben vorhandene Albumin bindet an die Antikorper auf der Platte. Das Enzym HRP
(Meerrettichperoxid) ist an dem goat-anti-human Albumin Antikdrper gekoppelt und dient zur
Quantifizierung des gebundenen Albumins. Dieses Enzym setzt das farblose Substrat
Tetramethylbenzidin (TMB) in ein blaues Produkt um. Dieses wurde nach dem Stoppen der
Reaktion (Farbumschlag von blau nach gelb) photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm

am Biorad Photometer bestimmt.

3.6 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden alle erhobenen Daten mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test
auf Normalverteilung Uberprift. Bei nicht normalverteilten Daten wurde der Median mit 25. und
75. Perzentil angegeben. Zum Vergleich der Gruppen wurde als Vortest der Kruskal-Wallis-Test
eingesetzt. Der nichtparametrische Test fir unabhangige Stichproben Uberprift, ob sich die
zentralen Tendenzen von mehr als zwei verschiedenen Stichproben signifikant voneinander
unterscheiden. AnschlieRend erfolgte der paarweise Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen
mit dem Mann-Whitney-U-Test, um herauszufinden, ob sich die Gruppen signifikant voneinander
unterschieden. Es wurde p<0,05 als Signifikanzniveau fur alle statistischen Tests festgelegt. Die
Berechnungen erfolgten mit dem Statistikprogramm SPSS fur Windows 22.0 und die grafische
Darstellung mit Sigma Plot 15.0.
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4.1 Master- und Workingzellbank

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurde eine Master- und
Workingzellbank von der HepG2/C3A-Zelllinie von der ATCC (American Type Culture Colle-ction)
erstellt. Dazu war es notwendig diese Zellen gegen die zuvor genutzte Zelllinie hinsichtlich
Funktionalitat, Vitalitat, Zellzahl und molekulargentischer Faktoren zu testen. Durch die
Fragmentlangenanalyse wurde eine Ubereinstimmung aller Short Tandem Repeat (STR)-Marker
der beiden Zelllinien bestatigt. Lediglich beim Marker D16S539 wurde eine Abweichung der
gemessenen Allellangen (13/14) gegenlber den erwarteten Werten (12/13) festgestellt. (siehe
Anhang Tab. 21) Aus molekulargentischer Sicht sind die untersuchten Zelllinien HepG2/C3A von
der ATCC und HepG2/C3A mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit identisch. Aufgrund des direkten
Vergleiches der Zelllinien, ist die beobachtete Abweichung beim Marker D16S539, die innerhalb
des Toleranzbereiches der Untersuchung (+/-1) liegt, nicht von Bedeutung. Bei der
mikrobiologischen Untersuchung der Zelllinien wurden keine Bakterien und Pilze in den
Zellkuturiiberstanden nachgewiesen. Die verwendeten Zellen waren frei von Mycoplasmen. Der
quantitative Nachweis (Viruslastbestimmung) von CMV (Cytomegalie-Virus), EBV (Epstein-Barr-
Virus) und HBV-DNA (Hepatitis-B-Virus) im Zellkulturiiberstand mittels Polymerase Chain
Reaction (PCR) war negativ. Die Ergebnisse der molekulargenetischen Bestimmung von HIV-1-
RNA (Humane Immundefizienz-Virus) mittels quantitativer real-time-PCR, sowie die Ergebnisse
des quantitativen Nachweises von HCV-RNA durch die Cobas TagMan-Technologie waren
ebenfalls unterhalb der Nachweisgrenze. Die Zellen konnten aufgrund der negativen Messwerte
der mikrobiologischen Analyse ohne Bedenken eingesetzt werden. AbschlieRend erfolgten Tests
zur Uberprifung der Vitalitat und Funktionalitat der Zellen nach dem Schema eines Standard-
Assays zur Toxizitatstberprifung. In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 8) sind die Messwerte der

jeweiligen Bestimmung dargestellt.

Tab. 8 Messwerte der Funktionstiberprifung zum Aufbau der Masterzellbank | n=9, Median, 25/75 Perzentil

\ Zelllinie HepG2/C3A (ATCC) HepG2/C3A
P

arameter
Zellzahl/ml (x 100 000) 5,87,’?0,7 6,17 }07,4
LDH [U/l] Tag 6 991/21135 10;‘/1?57
Vitalitat [%] 94,89/596,3 91 ,89/4 95,4
XTT [Extinktion/ml] 0’63’,73’98 0,8(1),??,12
Mikroalbumin [mg/l] 5. 45 ;55,9 6,57 }18,2
Ethoxyresorufin [pmol/l] 2’:;51,7 2,33;24,2

LDH — Laktat-Dehydrogenase, XTT- (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)
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Da keine signifikanten Unterschiede bei den Parametern auftraten, konnten die HepG2/C3A als
Testzellen fir den Mikrotiterplatten-Assay zur Uberpriifung der Hepatotoxizitat eingesetzt

werden.
4.2 Parameter des Hepatotoxizitatstest

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Hepatotoxizitats-Uberpriifung der handelsiiblichen
Zubereitungen der Antimykotika mit den entsprechenden Konzentrationen (vgl. Tab. 5 im Kapitel
3.1.1) dargestellt. Im Vordergrund steht die maximale Plasmakonzentration Cmax, da diese flr die
klinische Anwendung von grofier Bedeutung ist. Weiterhin wurden im Vergleich der Antimykotika
fir die jeweiligen Parameter eine negative und eine positive Kontrolle in den Diagrammen
mitgefuhrt. Die Negativkontrolle ist das verwendete Kulturmedium DMEM mit einem Zusatz von
10 % oder 15 % FKS. Die Positivkontrolle ist Paracetamol mit einer Konzen-tration von 15,24 mM
im Kulturmedium bzw. Plasma. Im Rahmen der Promotion wurden Test-ansatze mit
Kulturmedium und selbst hergestelltes Plasma durchgefiihrt. Aufgrund der grofen Datenmenge
werden in dem Ergebnisteil nur die Versuche mit Kulturmedium prasentiert, wahrend die

Versuchsanséatze mit dem Plasma beschrieben und im Anhang als Tabellen dargestellt werden.

4.2.1 Bestimmung von Vitalitat und Proliferation
4.2.1.1 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Bestimmung der Zellzahl im Medium

Aufgrund der Zellzahlbestimmung konnte ein Einfluss auf das Proliferationsverhalten der
HepG2/C3A-Zellen in der Cnax-Konzentration gezeigt werden. Die Abb. 8 stellt die Zellzahl nach
6-tagiger Inkubation dar. Wahrend bei der Negativkontrolle im Durchschnitt 6,8x10° Zellen/ml zu
finden waren, sank bei Fluconazol und Voriconazol die Zellzahl signifikant ab. Das Liposomale
Amphotericerin B und Caspofungin zeigten kaum Einfluss auf die Proliferation der Zellen. Bei
Anidulafungin war keine Beeintrachtigung der Zellzahl zu erkennen, lediglich ein leichter positiver
Trend (4 % Uber Negativkontrolle) war zu beobachten. Bei der Positivkontrolle kam es zu einem

Zellverlust um etwa 81 %.
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Abb. 8 Darstellung der Zellzahlen/ml in der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) im Medium. Auf der x-Achse sind
5,7 mM L-AMB (Liposomales Amphotericerin B) | 2,25 mM ANI (Anidulafungin) | 0,2 mM CASPO (Caspofungin) | 4,5
mM FLUCO (Fluconazol) und 0,25 mM VORI (Voriconazol), sowie eine neg. und pos. Kontrolle aufgetragen. Es sind
Median, 25/75 Perzentil, X als Ausreif3er und *: p<0,05 gegeniiber der Negativkontrolle dargestellt.

Trypanblaufdrbung zur Bestimmung der Vitalitét im Medium

Im Vergleich zu der Negativkontrolle mit einer Durchschnittsvitalitdt von 94 % war bei allen
Testsubstanzen in der Cnax-Konzentration ein signifikanter Vitalitatsverlust erkennbar (Abb. 9).
Die Testsubstanz Voriconazol wies mit nur 67,4 % vitaler Zellen das héchste Schadigungs-
potenzial auf. Ahnliche Verluste wurden durch Fluconazol (75 %) und Liposomales
Amphotericerin B (72,7 %) erzielt. Weniger schadigend waren Anidulafungin (79,8 %) und
Caspofungin (91,2 %). Durch die Inkubation mit der Positivkontrolle Paracetamol im Medium

waren im Durchschnitt nur noch 37,7 % der Zellen vital.
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Abb. 9 Darstellung der Vitalitat [%] in der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) im Medium. Auf der x-Achse sind
5,7 mM L-AMB (Liposomales Amphotericerin B) | 2,25 mM ANI (Anidulafungin) | 0,2 mM CASPO (Caspofungin) | 4,5
mM FLUCO (Fluconazol) und 0,25 mM VORI (Voriconazol), sowie eine neg. und pos. Kontrolle aufgetragen. Es sind
Median, 25/75 Perzentil, X als Ausreif3er und *: p<0,05 gegentber der Negativkontrolle dargestellt.

Zellzahl und Vitalitdts-Bestimmung mit steigender Konzentration

Bei der Betrachtung der Zellzahl und der Vitalitat mit steigender Konzentration der Test-
substanzen (5x Cmax, 10x Cmax) konnten nur weitere signifikante negative Beeinflussungen bei der
Testsubstanz Anidulafungin nachgewiesen werden (Abb. 10 A und 10 B). Sah man bei der Crax-
Konzentration noch ein der Negativkontrolle dhnliches Bild, fielen die Zellzahl und auch die
Vitalitat signifikant stark ab. Bei dem Einsatz von der 10-fachen Cnax-Konzentration konnten keine
Zellen mehr detektiert werden. Beim Liposomalen Amphotericerin B konnte trotz schlechter
Ausgangsvitalitat bei der Chax-Konzentration ein positiver Trend verzeichnet werden. Bei der
finffachen Cmax-Konzentration wurde eine Vitalitdt von 85,8 % und bei der zehnfachen Cpax-
Konzentration eine Vitalitat von 86,8 % ermittelt. Die Zellzahl mit anfangs 6,3x10°ist auf 10,9x10°
Zellen/ml gestiegen.
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Abb. 10 A| Darstellung der Zellzahl/ml von Anidulafungin und B| Darstellung der Vitalitat [%] von Anidulafungin. Auf
der x-Achse sind Cmax (2,25 mM), 5x Cmax (11,25 mM), 10x Cmax (22,5 mM) im Medium, sowie eine neg. und pos.

Kontrolle aufgetragen. Es sind Median, 25/75 Perzentil, X als Ausrei3er und *: p<0,05 gegenlber der Negativ-kontrolle
dargestellt.
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Bestimmung der Zellzahl und Trypanblaufarbung zur Vitalitdtsbestimmung im Plasma

Bei den Versuchsreihen mit Plasma wurden insgesamt hohere Vitalitaten und Zellzahlen ermittelt
(Tab. 9). Die Negativkontrolle Plasma hat im Durchschnitt eine Vitalitdt von 90,9 %. Bei allen
Testsubstanzen mit Ausnahme von Caspofungin (91,2 %) wurde in der Chax-Konzentration ein
signifikanter Verlust der Vitalitdt analysiert. Dabei besafien Voriconazol (78,9 %) und Fluconazol
(78,4 %) auch im Plasma, auch wenn nicht so stark, wie im Medium beobachtet, ein
Schadigungspotenzial. Durch die Inkubation mit dem Liposomalen Amphotericerin B (83,5 %),
sowie mit Anidulafungin (84,2 %) wurden die Zellen in einem geringen Ausmal} geschadigt. Bei

der Positivkontrolle Paracetamol im Plasma waren lediglich 18,1 % der Zellen noch vital.

Tab. 9 Ubersicht Giber Zellzahl/ml und Vitalitat [%] der Plasmaversuche der verwendeten Testsubstanzen, sowie pos.

+ neg. Kontrolle | Median, 25/75 Perzentil, *: p<0,05 gegeniiber Negativkontrolle

Parameter Zellzahl /ml (x 100 000)

verwendete Konzentrationen

Cmax 5X Cmax 10X Crmax

Vitalitat [%]
verwendete Konzentrationen

5X Cmax 10X Crmax

Testsubstanz

Cmax

Liposomales
Amphotericerin B 7,3* 11,2~ 11,3* 83,5 * 86,9 * 88,0 *
(5,72 mM | 28,63 mM | 57,25 mM) 57177 10,4/12,2 9,4 /13,2 78,2 /86,7 84,2 /90,1 85,8 /90,1
Anidulafungin 7,4* 2,0* 0,2* 84,2 * 65,4 * 20,0 *
(2,25 mM | 11,25 mM | 22,50 mM) 6,5/8,7 1,9/3,4 0,1/0,3 82,1/89,1 53,3/73,5 10,4 /34,5
Caspofungin 57* 6,5 5,6 * 91,2 92,6 92,4
(0,2mM | 1,0 mM | 2,0 mM) 44/7,3 50/7,4 4,4/6,9 88,8 /93,1 85,5/94,8 84,5/93,7
Fluconazol 5,0* 4,6 * 56~ 78,4 * 73,4 * 76,5 *
(4,5 mM | 22,5 mM | 45,0 mM) 4,0/5,8 4,2/5,8 5,0/6,1 75,4 /80,8 75,5/81,4 74,4 /79,9
Voriconazol 5,0* 52~ 51* 78,9 * 78,1 * 77,5 *
(0,25 mM [ 1,25 mM | 2,5 mM) 46/5,8 4,8/6,0 4,2/5,6 76,2/81,0 76,9/81,1 74,1/80,5
neg. Kontrolle 6,5 90,9

5,4/6,9 89,5/92,3
pos. Kontrolle 0,3 * 18,14 *

0,2/0,5 8,1/37,8

Der Anteil lebender Zellen bei den Versuchen im Plasma versus den Versuchen im Kulturmedium
war bei den Cmax-Konzentrationen bei allen Testsubstanzen héher. Der grofite Unterschied wurde
bei Voriconazol mit einer Steigerung von 11,5 % und beim Liposomalen Amphotericerin B von
10,8 % beobachtet. Bei den anderen Testsubstanzen sind die Vitalitdten nur geringfugig
gestiegen. Im Vergleich zu den Mediumansatzen kam es auch nur bei ansteigender
Konzentration von Anidulafungin zu einem starken und signifikanten Abfall der Zellzahl und der

Vitalitat (siehe Tab. 9).
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4.2.1.2 Freisetzung von Lactat-Dehydrogenase (LDH)

Freisetzung von LDH im Medium

In Abb. 11 ist die Bestimmung der LDH-Werte nach Tag 3 und nach Tag 6 jeweils in der Cmax-

Konzentration dargestellt.
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Abb. 11 A| Darstellung der LDH-Werte [U/l] nach 3 Tagen und B| nach 6 Tagen in der klinisch relevanten Konzentration
(Cmax) im Medium. Auf der x-Achse sind 5,7 mM L-AMB (Liposomales Amphotericerin B) | 2,25 mM ANI (Anidulafungin)
| 0,2 mM CASPO (Caspofungin) | 4,5 mM FLUCO (Fluconazol) und 0,25 mM VORI (Voriconazol), sowie eine neg. und
pos. Kontrolle aufgetragen. Es sind Median, 25/75 Perzentil, X als Ausreier und *: p<0,05 gegenulber der

Negativkontrolle dargestellt.
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Im Vergleich zur Negativkontrolle (71 U/l) zeigten Fluconazol in der Cnax-Konzentration (144 U/1)
und die Positivkontrolle Paracetamol (194 U/l) am Tag 3 signifikante Erhohungen der LDH-
Konzentration. Wahrend die Streubreite der Werte von Voriconazol relativ grol3 war, lag der
Median verglichen mit der Negativkontrolle gleich hoch. Bei den anderen Testsubstanzen
Liposomales Amphotericerin B und Anidulafungin wurden geringe LDH-Werte im Bereich der
Negativkontrolle bestimmt. Bei Caspofungin wurde im Gegensatz zu allen anderen nur 46,5 U/l

LDH gemessen.

Am Tag 6 waren deutliche Unterschiede in den LDH-Werten zum Tag 3 zu erkennen. Alle
Substanzen verzeichneten einen Anstieg in der gemessenen Konzentration. Um das 5-fache und
somit am deutlichsten stiegen die Werte bei Caspofungin und Voriconazol. Die LDH-
Konzentration von Fluconazol verdoppelte sich und lag mit 316 U/l 115 % Uber dem Wert der
Negativkontrolle. Ahnlich bei Voriconazol mit 279 U/l und Liposomales Amphotericerin B mit
271,5 U/l. Aufgrund der starken Schadigung und dem entsprechenden Zellzahlverlust in drei

Tagen, wurde bei Paracetamol nur ein LDH-Wert von 119 U/l bestimmt.

Freisetzung von LDH im Medium mit steigender Konzentration

Betrachtet man die einzelnen Testsubstanzen hinsichtlich ihrer Konzentrationszunahme im
Testansatz so fallt auf, dass mit zunehmender Konzentration bei allen Testsubstanzen mit
Ausnahme von Anidulafungin der LDH-Wert am Tag 3 und Tag 6 gesunken sind. Mit steigender
Wirkstoffkonzentration nahm bei Anidulafungin die Zellschadigung am Tag 3 zu und es kam zur
signifikanten Erhéhung der LDH-Werte. Mit anfangs 66 U/l stieg der Messwert auf 412 U/I.

Freisetzung von LDH im Plasma

Die LDH-Bestimmung im Plasma ergab ahnliche Trends, wie die Bestimmungen im Medium.
Allerdings wurden insgesamt hohere Messwerte bestimmt. Bei der Negativkontrolle wurden 165
U/l bestimmt. Mit steigenden Konzentrationen sanken auch im Plasma die LDH-Werte an Tag 3
und Tag 6. Mit Ausnahme von Anidulafungin, da stieg der LDH-Wert signifikant. Bei der Cmax-
Konzentration wurden 142 U/l gemessen, wahrend in der zehnfachen Cnax-Konzentration 751 U/
bestimmt wurden (siehe Anhang Tab. 28 | 29).

4.2.1.3 Live/Dead Féarbung

Live/Dead Férbung der Mediumversuche

In Abb. 12 A ist die Negativkontrolle dargestellt. Zu sehen sind hauptsachlich grin fluores-
zierende und flach polygonal wachsende Zellen, die als Monolayer gewachsen sind. Es
erscheinen vereinzelt stark grin fluoreszierend Zellhaufen, was fur intensive intrazellulare

Verbindungen spricht. Nur vereinzelt sind rot fluoreszierende, avitale Zellen sichtbar.
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Abb. 12 Beispielhafte Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (100-fach VergréRerung) der Live/Dead-Farbung nach
6-tagiger Inkubation der HepG2/C3A mit A| Kulturmedium + 10% FKS (Negativkontrolle) und B| Paracetamol 15,24

mM Medium (Positivkontrolle). Es wurde keine Quantifizierung durchgefiihrt.

Im Vergleich zu A sind eine deutliche Reduzierung der Zellzahl und eine starke morphologische
Zellveranderung in Abb. 12 B (Positivkontrolle) zu erkennen. Es zeigt sich die Zunahme der rot-
fluoreszierenden Zellen als Zeichen einer deutlich reduzierten Vitalitat. Die Live/Dead-Farbungen
zeigte nach Inkubation mit den Antimykotika (Cmax-Konzentration, Medium) unterschiedliche

Auswirkungen auf die Zellen, welche in Tab. 10 dargestellt sind.

Tab. 10 Zellmorphologie-Beschreibung anhand der Live/Dead-Aufnahmen antimykotikabehandelte Zellen im Medium

‘ Substanz Abb. Beschreibung der Zellmorphologie

Liposomales 13 A - leichte morphologische Veranderung: Zellverband nicht vollstandig,
Ampbhotericerin B Uberwiegend vitale Zellen, ein paar avitale Zellen

Anidulafungin 13B - morphologische Veranderung: Zellverband aufgeldst,

beginnende vakuolisierte vitale Zellen, vereinzelnd avitale Zellen

Caspofungin 13 C - kaum morphologische Veranderung: dichter Zellverband mit
Uberwiegend vitalen Zellen und avitale Zellen
- stark fluoreszierende Stellen = intensive intrazellulare Verbindungen
bzw. Zellen, die Gber den Monolayer hinausgewachsen sind

Fluconazol 13D - morphologische Veranderung: spindel- und fibroblastenartige vitale
Zellen, Zellverband nicht durchgangig geschlossen, avitale Zellen
reichlich verstreut iiber dem Zellverband

Voriconazol ohne - morphologische Verdnderungen: spindelartige vitale Zellen,
Abb.  Zellverband

nicht vollstandig geschlossen, Uberwiegend avitale Zellen
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Abb. 13 Beispielhafte Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (100-fach Vergroéferung) der Live/Dead-Farbung nach
6-tagiger Inkubation der HepG2/C3A in der Cmax-Konzentration im Medium mit A| 5,7 mM Liposomales Amphotericerin
B B| 2,25 mM Anidulafungin C| 0,2 mM Caspofungin und D| 4,5 mM Fluconazol. Es wurde keine Quantifizierung
durchgefihrt.

Live/Dead Farbung der Mediumversuche mit steigender Konzentration

Konzentrationsabhangige Beeintrachtigungen der Zellmorphologie wurden vorwiegend bei
Anidulafungin und Liposomales Amphotericerin B gesehen. Die Erhéhung der Anidulafungin-
Konzentration fihrte zur starken Reduzierung der Anzahl vitaler Zellen und zur deutlichen
Veranderung der Zellmorphologie. In Abb. 14 C ist kein Zellverband mehr zu erkennen und bei
den noch vitalen Zellen ist die polygonale Form aufgel6st und die Zellen waren sparoiden-férmig.
Es ist zur Vakuolsierung des Cytoplasmas, sowie zu einem damit einhergehenden
Volumenverlust der Zelle gekommen. Die Zunahme der rot-fluoreszierenden Zellen war ein

Zeichen einer deutlichen reduzierten Vitalitat der HepG2/C3A. Durch die erhéhte Liposomalen
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Amphotericerin B-Wirkstoffmenge erschienen die vitalen Zellen vakuolisiert und aufgeblaht (Abb.
14 A). Der Zellverband wirkt ,16chrig durchlassig” und reichlich viele avitalen Zellen sind oberhalb

vom Zellverband verstreut.

Abb. 14 Beispielhafte Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Live/Dead-Farbung nach 6-tagiger Inkubation der
HepG2/C3A mit A| Liposomales Amphotericerin B, 10x Cmax (57,25 mM), Medium, 40-fach VergréRRerung B| Fluconazol,
10x Cmax (45 mM), Medium, 40-fach VergroRerung C| Anidulafungin, 5x Cmax (11,25 mM), Medium, 200-fach
VergroRerung. Es wurde keine Quantifizierung durchgefuhrt.

Bei Caspofungin, Voriconazol und Fluconazol (Abb. 14 B) wurden keine zusatzlichen
entscheidenden Beeintrachtigungen der Zellmorphologie beobachtet. Mit zunehmender

Konzentration ist lediglich die Anzahl der avitalen Zellen gestiegen.

Live/Dead Farbung der Plasmaversuche

Bei der qualitativen LIVE/DEAD-Analyse der Plasmaversuche wurde deutlich, dass bei
Anidulafungin und Liposomales Amphotericerin B weniger ausgepragte konzentrations-
abhangige Zellschadigungen hervorgerufen wurden. Beim Liposomalen Amphotericerin B war die
Auspragung der vakuolisierten und aufgeblahten vitalen Zellen sichtbar geringer. Anidulafungin-
behandelte Zellen im Plasma zeigten bei keiner Konzentration direkte Verande-rung der
hepatozyten-typischen Zellmorphologie und dass mit zunehmender Konzentration die Anzahl der
vitalen Zellen als Kennzeichen einer verringerten Vitalitat abgenommen hat. Bei Caspofungin,
Voriconazol und Fluconazol waren kaum Unterschiede zwischen der Inkubation mit Medium oder

Plasma zu erkennen.

4.2.2 Rasterelektronenmikroskopie

Mit den Rasterelektronenmikroskopischen (REM)-Aufnahmen konnte die Oberflachen der
HepG2/C3A hochaufgeldst abgebildet und analysiert werden. In Abb. 15 A ist eine Aufnahme
vom Monolayer von der Negativkontrolle zu erkennen, wobei der Zellverband nicht mehr komplett
geschlossen ist. In der Abb. 15 B sind Zellen abgebildet, die mit Paracetamol (15,25 mM |
Medium) inkubiert wurden. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass kein Monolayer mehr vorhanden

ist. Es sind nur noch vereinzelnd Zellen in der typischen Hepatozytenmorphologie an der
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Unterlage adharent. Die Zellen sind stark geschadigt. Zum Teil sind nur noch Cytoskelette der

Zellen erkennbar.

Abb. 15 REM-Aufnahmen von HepG2/C3A - A| Kulturmedium + 10% FKS (Negativkontrolle), 200-fach Vergrofierung
B| Paracetamol 15,24 mM im Medium (Positivkontrolle), 1000-fach VergréfRerung C| Caspofungin, Cmax (0,2 mM) im
Medium, 1000-fach VergréRerung und D| Anidulafungin, 10x Cmax (22,5 mM), Medium, 3500-fache VergréRerung. Es
wurde keine Quantifizierung durchgefihrt.

Bei den mit Antimykotika-behandelten Zellen in der Cnax-Konzentration wurden die geringsten
Schaden unter Zugabe von Caspofungin (Abb. 15 C) gesehen. Die Aufnahme ahnelt der
Negativkontrolle. An einigen Stellen sind Risse im Zellverband zu erkennen. Entsprechende
Aufnahmen wurden von Fluconazol gemacht. Bei der Inkubation mit Liposomalen Amphoteri-
cerin B (ohne Abb.) liegen die Zellen in einem Verband vor. Jedoch gibt es gréRere Licken und
ein vermehrtes Auftreten von apoptotischen Zellen. Bei Anidulafungin (ohne Abb.) wurde der

Zellmonolayer ahnlich geschadigt. Es ist kein zusammenhangender Zellverband zu erkennen.
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Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahmen mit steigender Konzentration

Wurde die Konzentration der Antimykotika gesteigert, konnte bei Caspofungin, Fluconazol und
Liposomales Amphotericerin B vermehrt Apoptose beobachtet werden. Die Flache des
Monolayer wurde zunehmend reduziert. Gravierende konzentrationsabhangige Beein-
trachtigung der Zellmorphologie konnte bei Anidulafungin-inkubierten Zellen beobachtet werden.
Es war auffallig, dass Anidulafungin in seiner 10-fachen Cnax-Konzentration im Medium ein sehr
hohes hepatotoxisches Potenzial besitzt. Es waren kaum noch Zellen auf der Unterlage zu finden.
In Abb. 15 D sind nur noch Cytoskelett-Reste der Zellen zu sehen. Der Monolayer wurde fast

komplett beschadigt.

4.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Neben den REM-Aufnahmen wurden auch Transmissionselektronenmikroskopische (TEM)-
Aufnahmen der Zellen erstellt. Alle Strukturen der Zellen, die geniigend Kontrast erzeugen (durch
Absorption und/oder Streuung von Elektronen), wurden in ein zweidimensionales reales Bild
projiziert. Die dargestellten TEM-Bilder (Abb. 16 A/B und 16 A/B) zeigen einen Querschnitt durch
einen unbeschadigten HepG2/C3A-Zellmonolayer der Negativkontrolle. Es wurden keine
Aufnahmen von Antimykotika-behandelten Zellen angefertigt. Alle wichtigen Strukturen fir

Hepatozyten wurden in den Aufnahmen erkannt.

In Abb. 16 A ist ein Ausschnitt von sieben Hepatozyten dargestellt. Die Zellkerne (Z) sind rund
und beinhalten ein oder zwei Nukleolen (N). Das Cytoplasma (C) der HepG2/C3A enthalt bis zu
2000 Mitochondrien (M). Im Bild 17 B ist eine Zelle bei einer 3500-fachen Vergrélierung gezeigt.
Zu sehen sind die zahlreichen Mikrovilli (M) zur Oberflachenvergréfierung auf der Zellmembran.
Des Weiteren sitzen Glykosylierungsreste auf der AuRenseite der Zellmembran (Glykokalyx, G),
wobei periphere Proteine und Fortsatze von integralen Proteinen enthalten sind. Eine
Basalmembran fehlt bei den HepG2/C3A. Vakuolen (V) kommen vereinzelt auch in
ungeschadigten Leberzellen vor. In den abgebildeten TEM-Aufnahmen (Abb. 16 B) wurden nur
wenige Vakuolen gefunden. Es handelt sich um rundliche, elektronenoptisch Leere, zum Teil von

Membranen umgebenen Strukturen. Die Versikel erscheinen in TEM-Aufnahmen weil3.
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Abb. 16 TEM-Aufnahmen A| eines HepG2/C3A-Monolayer, 1400-fache VergréRerung und B| einer Zelle, 3500-fach
VergréRerung.

In der Abb. 17 A konnten die Zellorganellen neben Mitochondrien, Ribosomen und raues
endoplasmatisches Retikulum in einer VergréRerung von 1:14000 detaillierter betrachtet werden.
Als weitere gut zu erkennende Struktur ist das raue endoplasmatische Retikulum (RER) zu
nennen. Das RER besteht aus einem System aus Cytomembranen. An der cytoplas-matischen
Seite der Membran befinden sich die Ribosomen (R). Ferner erkennt man in den dargestellten
TEM-Aufnahmen Lysosomen (L). In der Abb. 17 B konnte ein Zell- Zellkontakte (Gap-Junction,
GJ) in einer VergréRRerung von 32000 gut sichtbar dargestellt werden.

Abb. 17 TEM-Aufnahmen eines Hepatozyten A| 14000-fach VergroRerung und B| 32000-fach VergréRerung.
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4.2.4 Live Cell Imager

In der kinetischen Verlaufsbeobachtung der Proliferation und Zellmorphologie eines Wells einer
24-Well-Platte im Brutschrank konnten die Auswirkungen der Antimykotika als Video oder als
Bilddateien Gber definierte Zeitrdume festgehalten werden. In Abb. 18 (A-C) sind Aufnahmen der
Negativkontrolle dargestellt. Es wurde eine Zunahme der Hepatozyten zu einem geschlossenen
Monolayer und druber hinaus beobachtet. Bei den Antimykotika-Versuchen zeigten Fluconazol
und Voriconazol in allen Testkonzentrationen erste Beeintrachtigungen der Zellen nach 24 h,
wahrend bei Caspofungin und Liposomales Amphotericerin B kaum Veranderungen beobachtet
werden konnten. Durch die Inkubation mit Anidulafungin (Abb. 18 (D-F)) konnten starke
antiproliferierende Effekte auf die Zellen in der héchsten Konzentration im Medium gezeigt
werden. Die Ausbildung eines zusammenhangenden Zellmonolayers (Abb. 18 E, F) wurde

gestort. Die Zellen l6sten sich von dem Wellboden, schrumpften zusammen und lagen verklumpt

im Medium vor.

BN Yo e
Abb. 18 Darstellung einer 24 h Verlaufsbeobachtung von einem Well einer 24-Well mit 500.000 Zellen. (A-C) Inkubation
mit 10 % Kulturmedium, A| Beginn nach 4 h Adharenz der HepG2/C3A, B| Aufnahme nach 12 h, C| Aufnahme nach
24 h | (D-F) Inkubation mit 10-facher Cmax-Konzentration (22,5 mM) von Anidulafungin in 10 % Kulturmedium, D| Beginn
nach 4 h Adharenz, E| Aufnahme nach 12 h, F| Aufnahme nach 24 h | 40-fach VergréRerung

figk h ! ! . 2 ‘_
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Zusatzlich konnte die Adharenz in einem definierten Bereich bestimmt werden. In Abb. 19 sind
die Bereiche durch grine Linien markiert, die zur Adharenz-Bestimmung als Grundlage
verwendet wurden. In Abb. 19 A ist die Negativkontrolle dargestellt. Mit einer Adharenz von 98,4
% ist nach 24 h der Monolayer nach Zellaussaat fast komplett geschlossen. Durch die Inkubation
mit Paracetamol (15,24 mM) im Medium (Abb. 19 B) wurde die Beeinflussung auf die Zellen mit
einer Adharenz von 76,8 % deutlich. Es war kein Monolayer mehr zu erkennen, die Zellen
schrumpften und akkumulierten zu Zellhaufen. In Abb. 19 C konnte nach 24 h eine Adharenz von
84,7 % von Fluconazol-behandelten (Crax-Konzentration im Medium) bestimmt werden. Es sind
einige Licken im Monolayer zu erkennen. Ahnliche Aufnahmen zeigte Voriconazol. Beim
Liposomalen Amphotericerin B, Anidulafungin und Caspofungin wurden geringe

Beeintrachtigungen mit einer entsprechenden Adharenz im Durchschnitt von 90 % beobachet.

Abb. 19 Darstellung der Adharenzbestimmung von A| der Negativkontrolle, B| von Paracetamol, (15,24 mM, Medium),
C| von Fluconazol, (4,5 mM Cmax-Konzentration, Medium) | nach 24 h, 500.000 Zellen

4.2.5 Bestimmung der Proteinsynthese von Mikroalbumin

Bestimmung der Proteinsynthese von Mikroalbumin im Medium

Die Detektierung von Mikroalbumin im Zellkulturiiberstand der Negativkontrolle ergab im Mittel 7
mg/l. Dagegen wurde bei der Positivkontrolle kein Mikroalbumin von den Zellen gebildet. Die Abb.
20 zeigt die Verteilung von Mikroalbumin nach Zugabe der Antimykotika in den Cmax-
Konzentrationen. Signifikant erhéhte Werte wurden nach Inkubation mit Anidulafungin,
Liposomales Amphotericerin B und Fluconazol gefunden. Caspofungin und Voriconazol zeigten

keine Auffalligkeiten im Vergleich zur Negativkontrolle.

56



4 ERGEBNISSE

20
*
18 A *
wl | T :
— 14 - T
=)
E. 35
£
E 10 - =
o *
©
c 8 == X )
g 5
= 6- # =
iy P8
4 *
¥
2 k
5 1

T T T
AN AN GP&PO ?L\)GO JOR \@Mo\\e @ﬂxfo\\e
{\6@1‘ 905‘
Abb. 20 Darstellung von Mikroalbumin [mg/l] in der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) im Medium. Auf der x-
Achse sind 5,7 mM L-AMB (Liposomales Amphotericerin B) | 2,25 mM ANI (Anidulafungin) | 0,2 mM CASPO
(Caspofungin) | 4,5 mM FLUCO (Fluconazol) und 0,25 mM VORI (Voriconazol), sowie eine neg. und pos. Kontrolle
aufgetragen. Es sind Median, 25/75 Perzentil, X als Ausreier und *: p<0,05 gegeniiber der Negativkontrolle dargestellt.

Bestimmung der Proteinsynthese von Mikroalbumin im Medium mit steigender Konzentration

Bei der Testung zunehmender Konzentration der Antimykotika zeigte sich bei Anidulafungin, dass
die Mikroalbuminsynthese stark beeintrachtigt wurde (Abb. 21 A). Bei Caspofungin (7,6-6,8) und
Voriconazol (6,1-6,6) blieben die Werte mit Erhdhung der Konzentration relativ konstant. Anders
bei Liposomales Amphotericerin B, da wurden signifikant héhere Mikro-albuminwerte bei 5-
facher- und 10-facher-Cmax Konzentration ermittelt (Abb. 21 B). Bei Fluconazol wurden anfanglich
10,8 mg/l Mikroalbumin detektiert, anschlielend sanken die Werte signifikant mit zunehmender

Konzentration auf 5,5 mg/l bei 5x Cmax und auf 6,7 mg/l bei 10x Cmax.

57



4 ERGEBNISSE

30

25

20

15

10 +

Mikroalbumin [mag/l]

30

25

20 - T —*F
15

I

Mikroalbumin [mg/l]
*

0 1

T T
at o ot \E ‘e
o) O™ P ‘(wﬂﬁd‘ ,wnﬁo"
QB"} QOE"
Abb. 21 Darstellung von Mikroalbumin [mg/l] von A| Anidulafungin (2,25 mM, 11,25 mM, 22,5 mM) und B| vom
Liposomalen Amphotericerin B (5,7 mM, 28,62 mM, 57,25 mM). Es sind Cmax, 5X Cmax, 10x Cmax-Konzentration im

Medium, sowie die neg. und pos. Kontrolle auf der x-Achse aufgetragen. Es sind Median, 25/75 Perzentil, X als

Ausreiller und *: p<0,05 gegenuber der Negativkontrolle dargestellt.
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Bestimmung der Proteinsynthese von Mikroalbumin im Plasma

Bei der Mikroalbuminbestimmung im Plasma waren die Messwerte deutlich hoher als bei den
Mediumversuchen. Die Konzentrationen an Mikroalbumin waren mit 5,5 mg/l bei der
Positivkontrolle und mit 13,7 mg/l der Negativkontrolle gering. Von den getesteten Antimykotika
in der Cmax-Konzentration sind Liposomales Amphotericerin B mit 26 mg/l und Caspofungin mit
29,5 mg/l auffallig niedrig. Im Vergleich dazu wurden bei Anidulafungin (496 mg/l), Fluconazol
(600 mg/l) und Voriconazol (498 mg/l) sehr hohe Mikroalbuminwerte im Durchschnitt gemessen.
Die Messwerte der Testung streuten stark, demnach ist eine hohe Spannweite der einzelnen
Wirkstoffe aufgetreten.

Bestimmung der Proteinsynthese von Mikroalbumin im Plasma mit steigender Konzentration

Mit Zunahme der Wirkstoffmenge nahmen die Mikroalbuminwerte ab, dabei sanken die Werte
von Anidulafungin auf 459 mg/l, bei Voriconazol auf 454 mg/l und bei Caspofungin auf 24,8 mg/l
in der 10-fachen Cmax-Konzentration. Lediglich beim Liposomalen Amphotericerin B (27,9 mg/l)
und bei Fluconazol (604 mg/l) konnte eine leichte Erh6hung ermittelt werden. (siehe Anhang Tab.
31)

4.2.6 Aktivitdat von Enzymsystemen

4.2.6.1 Fluorimetrische Bestimmung P450 / CYP1A2-Aktivitat

CYP1A2-Aktivitdt im Medium

Der EROD-Test basiert auf einer enzymkatalytischen Dealkylierung von Ethoxyresorufin zum
fluoreszierenden Resorufin (vgl. Kapital 3.4.3.1) durch CYP1A2. In der Abb. 22 wird deutlich, dass
Liposomales Amphotericerin B in der Cmax-Konzentration und die Positivkontrolle eine signifikante
Erhéhung der Resorufinmenge im Vergleich zur Negativkontrolle aufwiesen. Bei der
Negativkontrolle wurden im Durchschnitt 3 pmol/l Ethoxyresorufin zu Resorufin umgesetzt. Bei

Fluconazol und Voriconazol wurden signifikant geringere CYP-Aktivitaten gemessen.

CYP1A2-Aktivitdt im Medium mit steigender Konzentration

Die Konzentrationssteigerung der Wirkstoffe bewirkte eine nicht signifikante Reduzierung der
Resorufinwerte bei Anidulafungin (2,54-2,18 pmol/l), bei Caspofungin (2,49-2,43 pmol/l), bei
Fluconazol (1,97-1,86 pmol/l) und bei Voriconazol (2,00-1,89 pmol/l). Nur beim Liposomalen
Amphotericerin B ist der Ausgangswert von 6,38 pmol/l auf 6,48 pmol/l gestiegen, aber nicht

signifikant.
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Abb. 22 Darstellung der 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung (Umsetzung von Ethoxyresorufin zu Resorufin [pmol/l]) in
der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) im Medium. Auf der x-Achse sind 5,7 mM L-AMB (Liposomales
Amphotericerin B) | 2,25 mM ANI (Anidulafungin) | 0,2 mM CASPO (Caspofungin) | 4,5 mM FLUCO (Fluconazol) und
0,25 mM VORI (Voriconazol), sowie eine neg. und pos. Kontrolle aufgetragen. Es sind Median, 25/75 Perzentil, X als
Ausreif3er und *: p<0,05 gegeniber der Negativkontrolle dargestellt.

CYP1A2-Aktivitdt im Plasma

Im Plasma wurde beim Liposomalen Amphotericerin B (5,94 pmol/l) und Voriconazol (5,43 pmol/l)
die hoéchste CYP1A2-Aktivitdt in der Cmax-Konzentration bestimmt. Folgend von der
Positivkontrolle (3,72 pmol/l) und der Negativkontrolle (3,45 pmol/l). Die Konzentrationen von
Caspofungin und Anidulafungin lagen bei etwa 2,4 pmol/l. Der geringste Umsatz wurde bei
Fluconazol mit 1,53 pmol/l festgestellt. Durch den Konzentrationsanstieg der Testsubstanzen
kam es zu einer nicht signifikanten Zunahme der Ethoxyresorufin-Umsetzung bei allen
Antimykotika, auRer bei Voriconazol. Nach anfangs 5,43 pmol/l wurden bei der 10-fachen Cmax-

Konzentration nur noch 5,30 pmol/l analysiert. (siehe Anhang Tab. 37)

4.2.6.2 Fluorimetrische Bestimmung P450 / CYP3A4-Aktivitat

CYP3A4-Aktivitat im Medium

Die Aktivitdtsunterschiede zwischen den drei getesteten Substanzen in der Cmax-Konzentration
waren minimal. Alle drei Wirkstoffe zeigten jedoch eine hohere Aktivitat als die Negativkontrolle
mit 3,9 pmol/l. Die Werte von Caspofungin (4,1 pmol/l), Fluconazol (4,4 pmol/l) und Anidula-fungin

(4,6 pmol/l) lagen aber noch unterhalb des Wertes der Positivkontrolle (4,7 pmol/l).

60



4 ERGEBNISSE

CYP3A4-Aktivitat im Medium mit steigender Konzentration

Die CYP3A4-Konzentration wurde auch bei Steigerung der Wirkstoffmenge (Cmax, 5X Cmax, 10X
Cmax) gemessen. Die Werte bei Anidulafungin (Abb. 23 A) stiegen signifikant im Vergleich zu Cmax
auf 19,88 pmol/l an. Dagegen war kein signifikanter Einfluss der Wirkstoffmenge auf den
Aktivitatsparameter CYP3A4 bei Caspofungin zu verzeichnen. Alle Werte lagen bei etwa 4 pmol/l.
Bei Fluconazol konnte eine leichte nicht signifikante Zunahme der Aktivitat verzeichnet werden.

(siehe Anhang Tab. 38)
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Abb. 23 Darstellung der Umsetzung von 7-BFC zu 7-HFC [pmol/l] von A| Anidulafungin (2,25 mM, 11,25 mM, 22,5
mM) und B| Caspofungin (0,2 mM, 1 mM, 2 mM). Es sind Cmax, 5X Cmax, 10x Cmax-Konzentration im Medium, sowie
eine neg. und pos. Kontrolle auf der x-Achse aufgetragen. Es sind Median, 25/75 Perzentil, X als Ausreif3er und *:

p<0,05 gegenlber der Negativkontrolle dargestellt.

CYP3A4-Aktivitét im Plasma

Bei der fluorimetrische Bestimmung der CYP3A4 Aktivitat der Antimykotika im Plasma wurden im
Vergleich zu den Mediumansatzen hdéhere Messwerte bestimmt. Der 7-HFC Wert der
Positivkontrolle lag mit 5,7 pmol/l am hochsten, folgend von Anidulafungin mit 5,3 pmol/l und
abschlieRend mit der Negativkontrolle mit 4,8 pmol/l. Dazwischen befinden sich Caspofungin mit

5,1 pmol/l und Fluconazol mit 5,0 pmol/l.
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CYP3A4-Aktivitat im Plasma mit steigender Konzentration

Auch im Plasma zeigte eine Erhdhung der Wirkstoffmenge von Anidulafungin eine signifikante
Zunahme der Umsetzung von 7-BFC zu 7-HFC. Dabei wurden bei der 10-fachen Cmax-
Konzentration 11,1 pmol/l 7-HFC bestimmt. Bei Caspofungin (5,1-4,5 pmol/l) und bei Fluconazol
(5,0-4,6 pmol/l) kam es zur nicht signifikanten Verminderung der Ausgangswerte. (siche Anhang
Tab. 39)

4.2.7 Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen (XTT-Test) - indirekt

XTT-Test - indirekt im Medium

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat der HepG2/C3A wurde der XTT-Assay in zwei
unterschiedliche Varianten verwendet. Bei der indirekten Bestimmung (Messung der Zellen im
Zellkulturiiberstand) betrug die Extinktion/Well der Negativkontrolle 0,98. Bei den getesteten
Antimykotika in der Cnax-Konzentration lagen Liposomales Amphotericerin B, Caspofungin und
Fluconazol im Bereich der Negativkontrolle (Tab. 11, Spalte MEDIUM). Anidulafungin mit 0,69

und Voriconazol mit 0,75 lagen signifikant unterhalb der Negativkontrolle.

Tab. 11 Messwerte der indirekten XTT-Bestimmung [Extinktion/Well] im Medium und Plasma der verwendeten

Antimykotika, sowie neg. + pos. Kontrolle | Median, 25/75 Perzentil, *: p<0,05 gegenliber der Negativkontrolle

Parameter XTT indirekt [Extinktion], MEDIUM | XTT indirekt [Extinktion], PLASMA

Testsubstanz verwendete Konzentrationen verwendete Konzentrationen

Cmax 5X Cmax 10X Cmax | Cmax 5X Cmax 10x Cmax
Liposomales 0,83 * 0,79 * 0,97 0,78 * 0,83 0,97
Amphotericerin B 0,74 /0,97 0,70/1,01 0,73/1,20 0,72/0,97 0,72/1,14 0,77 /1,47
(5,72 mM | 28,63 mM | 57,25 mM)
Anidulafungin 0,69 * 0,60 * 0,62 * 0,70 * 0,66 * 0,65 *
(225mM[1125mM | 22,50 M) | 065/0,81 0,56/0,64 0,59/066 0,67/082 0,59/0,72 0,57/0,68
Caspofungin 0,93 0,75 * 0,77 * 0,78 * 0,83 0,86 *
(0,2mM | 1,0 mM | 2,0 mM) 0,73/1,16 069/1,02 0,70/1,10 0,72/0,93 0,64/1,16 0,72/1,11
Fluconazol 0,88 0,72 * 0,71* 0,80 * 0,74 * 0,82*
(4.5 mM | 22,5 mM | 45,0 mM) 0,84/1,02 068/080 0,68/0,77 0,73/087 0,68/083 0,75/0,98
Voriconazol 0,75 * 0,67 * 0,60 * 0,79 * 0,72 * 0,68 *
(0,25 mM [ 1,25 mM | 2,5 mM) 0,70/0,84 0,62/0,72 0,55/0,68 0,72/1,01 0,66/0,84 0,64/0,80
neg. Kontrolle 0,98 1,01

0,81/1,12 0,79/1,21
pos. Kontrolle 1,26 * 1,26 *

1,19/1,35 1,15/1,36

XTT- (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide),
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XTT-Test - indirekt im Medium mit steigender Konzentration

Durch die Erhdhung der Wirkstoffmenge konnte bei Caspofungin, Fluconazol und bei Voriconazol
eine signifikante Abnahme der Zellviabilitdt bestimmt werden. Bei Anidulafungin konnte nur eine
leichte Abnahme beobachtet werden. Liposomales Amphotericerin B stellt in diesem
Zusammenhang die Ausnahme da, mit einer anfanglichen Extinktion/Well von 0,83 stieg die
mitochondriale Aktivitat auf eine Extinktion/Well von 0,97. (Tab.11)

XTT-Test - indirekt im Plasma

Bei der Bestimmung der Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen im Plasma betrug die
Extinktion/Well der Negativkontrolle 0,79. Alle Antimykotika lagen im Bereich der Negativ-
kontrolle (Tab. 11, Spalte PLASMA). Im Vergleich untereinander waren keine signifikanten
Unterschiede zu erkennen. Positive konzentrationsabhangige Beeinflussungen wurden beim
Liposomalen Amphotericerin B, Caspofungin und Fluconazol gesehen. Die Ausgangwerte sind
mit zunehmender Konzentration gestiegen. Negative konzentrationsabhangige Beeinflussungen
zeigten Anidulafungin und Voriconazol. Es kam zum Verlust der Aktivitdt mitochondrialer

Dehydrogenasen. (siehe Anhang Tab. 33)

4.2.8 Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen (XTT-Test) - direkt

XTT-Test - direkt im Medium

Bei der direkten Bestimmung des XTT-Assays (Messung der adharenten Zellen) wurde eine
Extinktion/Well von 1,51 bei der Negativkontrolle ermittelt. In Abb. 24 ist zu erkennen, dass bei
Anidulafungin (1,21), Fluconazol (1,41) und Voriconazol (1,31) die héchste Aktivitat mitochon-
drialer Dehydrogenasen bestimmt wurde. Eine starke signifikante Beeintrachtigung wurde beim
Liposomalen Amphotericerin B mit 0,78 und bei Caspofungin mit 0,84 bestimmt. Die Inkubation

mit der Positivkontrolle fihrte zu einem starken Verlust der Zellviabilitat (0,22).
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Abb. 24 Darstellung von XTT-direkt, [Extinktion/Well] in der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) im Medium. Auf
der x-Achse sind 5,7 mM L-AMB (Liposomales Amphotericerin B) | 2,25 mM ANI (Anidulafungin) | 0,2 mM CASPO
(Caspofungin) | 4,5 mM FLUCO (Fluconazol) und 0,25 mM VORI (Voriconazol), sowie eine neg. und pos. Kontrolle
aufgetragen. Es sind Median, 25/75 Perzentil, X als Ausreier und *: p<0,05 gegeniiber der Negativkontrolle dargestellt.

XTT-Test - direkt im Medium mit steigender Konzentration

Mit steigender Konzentration von Anidulafungin wurden deutlich negative Beeinflussungen auf
die Zellviabilitdt beobachtet (Abb. 25 A). Lagen die Messwerte bei Crmax noch bei 1,21, fielen diese
beim 5-fachen von Cax auf 0,18 und beim 10-fachen Cmax auf 0,15. Geringe, nicht signifikante
Effekte auf die Lebens- und Metabolismusfahigkeit der Zellen zeigte Voriconazol. Wahrend beim
Liposomalen Amphotericerin B (Abb. 25 B) konzentrationsabhangige signifikante Erhéhungen der
Ausgangswerte (0,78-1,46) bestimmt wurden, wurden keine signifikanten Zunahmen bei
Fluconazol (1,41-1,8) und Caspofungin (0,85-0,94) ermittelt.
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Abb. 25 Darstellung von XTT-direkt [Extinktion/Well] von A| Anidulafungin (2,25 mM, 11,25 mM, 22,5 mM) und B| vom
Liposomalen Amphotericerin B (5,7 mM, 28,62 mM, 57,25 mM). Es sind Cmax, 5X Cmax, 10x Cmax-Konzentration im
Medium, sowie die neg. und pos. Kontrolle auf der x-Achse aufgetragen. Es sind Median, 25/75 Perzentil, X als

Ausrei3er und *: p<0,05 gegentiiber Negativkontrolle dargestellt.
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XTT-Test - direkt im Plasma

Durch die direkte Bestimmung der Mitochondrienaktivitat der Testsubstanzen im Plasma in den
Cmax-Konzentrationen wurden im Vergleich zu den Mediumversuchen insgesamt hdhere
Aktivitdten ermittelt. Dabei wurde die hochste metabolische Aktivitat bei Fluconazol mit einer
Extinktion/Well von 1,52 bestimmt. Folgend vom Liposomalen Amphotericerin B (1,46),
Anidulafungin (1,47) und Caspofungin (1,21). Die niedrigste XTT-Bestimmung wurde bei
Voriconazol mit einer Extinktion/Well von 1,08 ermittelt. Insgesamt waren alle Messwerte

signifikant ber dem Wert der Negativkontrolle mit 0,79.

XTT-Test - direkt im Plasma mit steigender Konzentration

Durch die Erhéhung der Testkonzentrationen kam es zum signifikanten Verlust der
enzymatischen Aktivitat bei Caspofungin (1,46-1,12), beim Liposomalen Amphotericerin B (1,21-
0,88) und am starksten bei Anidulafungin (1,47-0,17). Die Dehydrogenase-Aktivitat stieg
signifikant bei Fluconazol (1,52-2,00) und Voriconazol (1,08-1,35) mit zunehmender
Konzentration. (sieche Anhang Tab. 35)

4.2.9 Apoptose

4.2.9.1 DNA-Fragmentierung

DNA-Fragmentierung im Medium

Die Detektion und Visualisierung von DNA-Strangbrtichen durch apoptotische Vorgange erfolgte
im TUNEL-Assay (Abb. 26). Bei der Auswertung von TUNEL-positiven und gleichsam
morphologisch apoptotischen Zellen wurde festgestellt, dass Caspofungin mit 5,92 % und
Fluconazol mit 4,92 % in der Cmax-Konzentration den hdchsten signifikanten Anteil an apopto-
tischen Zellen aufwies. Bei der Negativkontrolle waren 3,67 % der Zellen avital. Unterhalb der
Negativkontrolle wurde bei der Positivkontrolle 2,35 % und bei Anidulafungin 2,63 % apoptotische
Zellen bestimmt. Mit einem Anteil von nur 0,60 % apoptotischer Zellen ist das Liposomales
Amphotericerin B die Substanz, wo signifikant am wenigsten dUTP’s in kaum vorhandene DNA-

Strangbriiche eingebaut wurde.
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Abb. 26 Darstellung der TUNEL-positiven Zellen [%] in der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) im Medium. Auf
der x-Achse sind 5,7 mM L-AMB (Liposomales Amphotericerin B) | 2,25 mM ANI (Anidulafungin) | 0,2 mM CASPO
(Caspofungin) | 4,5 mM FLUCO (Fluconazol), sowie eine neg. und pos. Kontrolle aufgetragen. Es sind Median, 25/75
Perzentil, X als AusreiRer und *: p<0,05 gegeniiber der Negativkontrolle dargestellt.

DNA-Fragmentierung im Medium mit steigender Konzentration

Konzentrationsabhangige Beeinflussung der DNA-Fragmentierung konnte eindeutig bei
Anidulafungin (Abb. 27 A) bestimmt werden. Mit zunehmender Konzentration nahm die Anzahl
apoptotischer Zellen signifikant zu. Mit anfangs 2,63 % apoptotischer Zellen wurden bei der 10-
fachen Cmaxc-Konzentration 58,48 % apoptotische Zellen ermittelt. Auch beim Liposomalen
Amphotericerin B und Caspofungin konnte eine nicht signifikante geringfligige Zunahme der
apoptotisch-positiven Zellen analysiert werden. Eine Abnahme der apoptotischen Zellen wurde
bei Fluconazol gesehen, wahrend bei Cinax 4,92 % avitale Zellen durchflusszytometrisch detektiert

wurden, gab es einen signifikanten Rickgang auf 0,57 % in der zehnfachen Cnax-Konzentration.
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Abb. 27 Darstellung der TUNEL-positiven Zellen [%] von A| Anidulafungin (2,25 mM, 11,25 mM, 22,5 mM). Es sind
Cmax, 5X Cmax, 10x Cmax-Konzentration im Medium, sowie die neg. und pos. Kontrolle auf der x-Achse aufgetragen.

Median, 25/75 Perzentil, X als Ausreif3er und *: p<0,05 gegentiber der Negativkontrolle sind dargestelit.

DNA-Fragmentierung im Plasma

Bei der Bestimmung der DNA-Fragmentierung der Testsubstanzen in der Cmax-Konzentration im
Plasma wurden héhere Messwerte gesehen. Im Vergleich zur Negativkontrolle mit 8,4 % wurde
bei allen anderen Testsubstanzen eine signifikant erhéhte Anzahl an apoptotischen Zellen
gemessen. Bei Anidulafungin waren bei der Cnax-Konzentration im Plasma 24,6 % der Zellen
apoptotisch. Gefolgt vom Liposomalen Amphotericerin B mit 21,8 % und Fluconazol mit 20,5 %.
Bei Caspofungin wurden im Durchschnitt 15,2 % der Zellen mit Hilfe des TUNEL-Assays positiv
getestet.

Die Steigerung der Wirkstoffmenge fuhrt bei Anidulafungin (24,6-8,8 %) und bei Fluconazol (20,5-
14,2 %) zu einer signifikanten Abnahme der Anzahl apoptotischer Zellen. Wahrend beim
Liposomalen Amphotericerin B eine geringe Zunahme (21,8-22,8 %) erfolgte, kam es zu einer

signifikanten Zunahme (15,2-28 %) avitaler Zellen bei Caspofungin. (sieche Anhang Tab. 41)

4.2.9.2 Charakterisierung des CD95-Rezeptors

Charakterisierung des CD95-Rezeptors im Medium

Die Charakterisierung der Expression des CD95-Oberflachenrezeptors wurde nach 48 h nach
Substratsubstanz untersucht. Eine signifikante Erhéhung der CD95-Rezeptor-Expression konnte

im Vergleich zur Negativkontrolle bei keiner Testsubstanz in der Cmax-Konzentration festgestellt
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werden. Fluconazol (16,7 %) und Caspofungin (17,4 %) verhielten sich ahnlich wie die Kontrolle
mit 18,1 % CD95-Rezeptor-positive Zellen. Bei der Positivkontrolle erfolgte nur bei 13,6 % der
Zellen eine Expression von CD95. Bei Anidulafungin exprimierten 12,9 % der Zellen den
Rezeptor, wahrend beim Liposomalen Amphotericerin B nur eine signifikant geringe Expression

von 8,6 % bestimmt wurde.

Charakterisierung des CD95-Rezeptors im Medium mit steigender Konzentration

Bei Anidulafungin nahm die Expression mit zunehmender Konzentration ab. Anfangs waren es
noch 12,9 % der Zellen, die den CD95-Rezeptor exprimierten, wahrend bei der héchsten
Konzentration nur noch 6,4 % der Zellen positiv waren (Abb. 28). Ahnliches wurde beim
Liposomalen Amphotericerin B beobachtet. In der Cmax-Konzentration wurden 8,6 % der Zellen
durchflusszytometrisch positiv detektiert, wahrend sich durch die Inkubation mit der zehnfachen
Cmax-Konzentration die Anzahl auf 4,1 % verringerte. Bei allen Testkonzentrationen wurden bei

Caspofungin und bei Fluconazol im Durchschnitt 16 % CD95-Rezeptor-positive Zellen ermittelt.
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Abb. 28 Darstellung der CD95-Rezeptor-positiven Zellen [%] von Anidulafungin (2,25 M, 11,25 mM, 22,5 mM). Es sind
Crmax, 5X Cmax, 10x Cmax-Konzentration im Medium, sowie die neg. und pos. Kontrolle auf der x-Achse aufgetragen. Es

sind Median, 25/75 Perzentil, X als Ausreil3er und *: p<0,05 gegeniiber der Negativkontrolle dargestelit.

Charakterisierung des CD95-Rezeptors im Plasma

Die Ergebnisse der Expressionen im Plasma zeigten, dass die Anzahl der positiven Zellen nach
Inkubation mit den unterschiedlichen Testsubstanzen kaum untereinander variierten. Im
Gesamtdurchschnitt hatten 5,2 % der Zellen den CD95-Rezeptor exprimiert. Die h6chste Anzahl
an CD95-Rezeptor-positiven Zellen wurde bei der Positivkontrolle mit 7,6 %, nachfolgend von
69



4 ERGEBNISSE

Caspofungin mit 7 % und der Negativkontrolle mit 6,6 % ermittelt. Mit nur 1,4 % der Zellen gab
es einen signifikanten Unterschied beim Liposomalen Amphotericerin B. Mit zunehmender
Wirkstoffmenge wurden nur minimale nicht signifikante Unterschiede bei den Testsubstanzen

analysiert. (siehe Anhang Tab. 43)

4.3 Test-Validierung mit primaren isolierten Hepatozyten

In primaren humanen Hepatozyten wurden die Untersuchung der Zelltoxizitdt und die
Untersuchung der CYP1A2-Induktion von vier Testsubstanzen (Paracetamol, Anidulafungin,
Caspofungin, Fluconazol) durchgefihrt. Zur Qualitédtskontrolle der eingesetzten humanen
Hepatozyten hat parallel die Messung der Harnstoff- und Albuminfreisetzung als Funktions-
parameter in den unbehandelten Kontrollzellen stattgefunden. Fir die Bestimmung der
Zelltoxizitat wurden am 18.12.2013 humane Hepatozyten aus einem Leberresektat eines
mannlichen Spenders isoliert. Die Vitalitat vor dem Ausplattieren betrug 72 %. Am 06.02.2014
wurden humane Hepatozyten aus einem Leberresektat eines mannlichen Spenders mit einer
Vitalitdt von 95 % fir den Versuch zur CYP-Induktion ausplattiert. Neben den vier Testsub-
stanzen wurde in jedem Versuch die Negativkontrolle mit Zellkulturmedium HHMM genutzt. Als
Positivkontrolle fir den Versuch der Zelltoxizitdt kam 2 % Triton X-100 zum Einsatz. Weiterhin
wurde eine 1,9 % Ethanol-Lésungsmittelkontrolle eingesetzt, welche der Ethanolkonzentration in
15,24 mM Paracetamol entsprach. Als Induktor der CYP1A2-Aktivitdt wurde 25 pM B-

Naphthoflavon verwendet.

4.3.1 Bestimmung der Harnstoff- und Albuminkonzentration

In den Zellkulturiberstdnden an den Tagen 3, 4 und 5 wurde ermittelt, dass die humanen
Hepatozyten in den 24-Well-Platten 2-3 mmol/l Harnstoff in Kultur produzierten. Die Menge an
synthetisiertem und freigesetztem Albumin stieg von Tag 3 (2,8 pg/ml) im weiteren Kulturverlauf
deutlich an und betrug am Tag 5 bereits 19,4 ug/ml. Die Messwerte der Qualitatskontrolle zur
Harnstoff- und Albuminfreisetzung belegten die Funktionalitdt der eingesetzten humanen

Hepatozytenkulturen fur die folgenden Anwendungen.

4.3.2 Zellvitalitdt - MTT Assay

Zusatzlich zum MTT-Assay wurden lichtmikroskopische Bewertungen der Zellen durch die
Beurteilung der Zellmorphologie nach 24 h bzw. 48 h der Testsubstanzzugabe durchgefihrt.
(siehe Tab. 12)
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Tab. 12 Zellmorphologie humaner Hepatozyten in 24Well Platten nach 24- bzw. 48-stiindiger Inkubation

Anidulafungin Cnax (2,25 mM) keine Auffalligkeiten leicht geschadigt
5X Cmax (11,25 mM) Zellen geschadigt, deutlich geschadigt,
Uberwiegend rund Zellen rund
10X Cmax (22,5 mM) Zellen geschadigt, deutlich geschadigt,
Uberwiegend rund Zellen rund
Caspofungin Cinax (0,2 mM) keine Auffalligkeiten keine Auffalligkeiten
5x Cmax (1,0 mM) keine Auffalligkeiten keine Auffalligkeiten
10x Cpax (2,0 mM) Monolayer gut, tote viele tote Zellen im Uberstand,
Zellen im Uberstand Monolayer drunter besser
Fluconazol Cmax (4,5 mM) keine Auffalligkeiten keine Auffalligkeiten
5X Crmax (22,5 mM) keine Auffalligkeiten keine Auffalligkeiten
10X Cmax (45,0 mM) leicht geschadigt leicht geschadigt
Paracetamol 1,52 mM keine Auffalligkeiten leichte Veranderung
7,62 mM keine Auffalligkeiten leicht geschadigt
15,24 mM Zellen leicht geschadigt, deutlich geschadigt
z. T. rundlich
Negativkontrolle HHMM keine Auffalligkeiten keine Auffalligkeiten
Positivkontrolle 25 pl  -NF keine Auffalligkeiten keine Auffalligkeiten

Im Vergleich der Testsubstanzen wurde deutlich, dass Anidulafungin mit zunehmender
Konzentration und Inkubationsdauer ein hohes Schadigungspotenzial aufwies. Paracetamol
wirkte in seiner hdchsten Konzentration hepatotoxisch und schadigte auch mit zunehmender
Inkubationszeit die Zellen. Im Gegensatz dazu zeigten die Substanzen Caspofungin und
Fluconazol kaum Veranderung, lediglich bei der hoéchsten Konzentration waren leichte
morphologische Veranderungen der primar isolierten Hepatozyten zu erkennen. Die Messwerte
der MTT-Analyse nach 24-stiindiger Inkubation stimmten nur zum Teil mit der Zellmorphologie
der Hepatozyten Uberein. In Abb. 29 sind die Daten der MTT-Analyse der Testsubstanzen

dargestellt.
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Abb. 29 MTT-Assay mit primar isolierten Hepatozyten nach 24 h Inkubation mit den Testsubstanzen. Auf der y-Achse
sind die erreichten Farbstoffumséatze der Zellen als Extinktionswerte (optische Dichte=OD) und auf der x-Achse sind
Crmax, 95X Cmax und 10x Cmax von Anidulafungin (2,25 mM, 11,25 mM, 22,5 mM) | Caspofungin (0,2 mM, 1 mM, 2 mM) |
Fluconazol (4,5 mM, 22,5 mM, 45 mM) | Paracetamol (1,52 mM, 7,62 mM, 15,24 mM) sowie eine neg. (HHMM), pos.
(2 % Troton X-100) und Ethanol-Lésungsmittel-(EtOH) Kontrolle aufgetragen. Angegeben sind die Mittelwerte +
Standardabweichung aus sechs Einzelversuchen pro Datenpunkt, sowie *: p<0,05 gegeniliber der Negativkontrolle.
Um die mitochondriale Aktivitdt zu bestimmen wurde der MTT-Assay verwendet, dieser
ermdglicht Rickschlisse auf den Zustand des zelluldren Energiehaushaltes. Nach Zugabe der
SDS-L6sung konnte die optische Dichte (OD) bestimmt werden. Die OD in den unbehandelten
Kontrollzellen (HHMM) betrug 0,6. Die Lésungsmittelkontrolle (1,9 % Ethanol) erreichte einen
Messwert von 0,7. Entsprechend dem Viabilitatseinbruch der Zellen durch die Inkubation mit dem
Detergenz 2 % Triton X-100 konnte ein starker Abfall in der Formazanbildung analysiert werden
(OD=0,02). Demnach weisen hohe Absorptionswerte auf aktive Zellen hin.

Caspofungin erreichte Messwerte im Bereich von 0,56-0,65. Auch durch die Inkubation mit
Fluconazol wurde die Viabilitat der Zellen gemal MTT-Assay nicht beeintrachtigt, lediglich das 5-
fache von Cnax flhrte zu einer leichten Erhéhung der OD (142 % gegenuber HHMM). Im
Gegensatz dazu erbrachte die geringste Konzentration Cnax von Anidulafungin Messwerte von
0,67. Mit steigender Konzentration wurden deutliche Auswirkungen auf die Zellviabilitat
beobachtet. Dieses spiegelte sich auch in den Messwerten wieder, dabei wurde eine OD von
0,42 bei dem 5-fachen von Cnax (68% gegenuber HHMM) und 0,23 bei dem 10-fachen von Cpax
(38 % gegenuber HHMM) ermittelt. Geringe Effekte (77 % gegenuber HHMM) auf die Lebens-
und Metabolismusfahigkeit der Zellen zeigte Paracetamol lediglich in der h6chsten Konzen-tration
(15,24 mM).
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4.3.3 EROD-Assay und Proteinbestimmung

In Abb. 30 ist deutlich zu erkennen, dass keine der eingesetzten Substanzen die Aktivitat des
CYP1A2-Enzyms induzierte. Die ermittelten Messwerte betrugen 1,0 bis 1,5 pmol/mI/60 min
Resorufin und lagen damit im Bereich der Negativkontrolle HHMM von 1,0 pmol/mI/60 min. Im
Gegensatz dazu fuhrte die Positivkontrolle mit 25 uM (-Naphthoflavon in den humanen
Hepatozyten zu einer starken Induktion der CYP1A2-Aktivitat (Steigerung um den Faktor 13,8
gegenuber der HHMM-Kontrolle).
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Abb. 30 Induktion der CYP1A2-Aktivitat in humanen Hepatozyten in 24- Well-Platten bei Substanzgabe flir 48 h von
Tag 3 bis 5 der Kultur. Auf der y-Achse sind die erreichten umgesetzten Resorufinmengen [pmol/ml/60min] und auf der
x-Achse sind Cmax, 5X Cmax und 10x Cmax von Anidulafungin (2,25 mM, 11,25 mM, 22,5 mM) | Caspofungin (0,2 mM, 1
mM, 2 mM) | Fluconazol (4,5 mM, 22,5 mM, 45 mM) | Paracetamol (1,25 mM, 7,62 mM, 15,24 mM) sowie eine neg.
(HHMM) und pos. (25 uM BNF) Kontrolle aufgetragen. Angegeben sind die Mittelwerte + Standard-abweichungen aus

sechs Einzelversuchen pro Datenpunkt, sowie *: p<0,05 gegeniiber der Negativkontrolle.

Die Menge des gebildeten Resorufins nach 48-stiindiger Induktion wurde gegen den
Proteingehalt der Kulturen normalisiert. Dabei wurde die Induktion durch 25 uM B-Naphthoflavon
mit einer 12-fachen Steigerung bestatigt. Bei den Substanzen Caspofungin, Anidulafungin sowie
Paracetamol wurde jeweils in der hdchsten Konzentration im Gegensatz zur Kontrolle ein deutlich
geringerer Proteingehalt der Zellen gemessen (ca. 50 %). Die Reduzierung ist durch die
Schadigung der Zellen durch die applizierten Substanzen bedingt. Bei Anidulafungin und
Paracetamol in der jeweils mittleren Konzentration wiesen die Kulturen ebenfalls einen leicht
verminderten Proteingehalt auf. Fluconazol zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine

Veranderungen innerhalb der Testkonzentrationen. Nach Normalisierung der Resorufin-
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Messwerte mit dem Proteingehalt wurde flir die genannten Substanzen und Konzentrationen eine
Verdopplung der Resorufinkonzentration (pmol/min*mg) gegeniber der Negativkontrolle

errechnet (Abb. 31).
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Abb. 31 Induktion der CYP1A2-Aktivitat in humanen Hepatozyten in 24well Platten bei Substanzgabe fiir 48 h von Tag
3 bis 5 der Kultur. Auf der y-Achse sind die erreichten umgesetzten Resorufinmengen [pmol/mIl/60min] und auf der x-
Achse sind Cmax, 5X Cmax und 10x Cmax von Anidulafungin (2,25 mM, 11,25 mM, 22,5 mM) | Caspofungin (0,2 mM, 1
mM, 2 mM) | Fluconazol (4,5 mM, 22,5 mM, 45 mM) | Paracetamol (1,25 mM, 7,62 mM, 15,24 mM) sowie eine neg.
(HHMM) und pos. (25 um BNF) Kontrolle aufgetragen. Mittelwerte + Standardabweichungen nach Norma-lisierung sind
gegen den Proteingehalt dargestellt.

Keine der Testsubstanzen hatte einen signifikanten Einfluss auf die Aktivitdt des CYP1A2-
Enzyms der HepG2/C3A.

4.4 Zusammenfassung
4.4.1 Liposomales Amphotericerin B

Beim Liposomalen Amphotericerin B (Tab. 13) wurde eine hohe Mikroalbuminsyntheseleistung
sowie eine gesteigerte Aktivitat des Enzymsystems CYP1A2, im Vergleich zur Negativ- und
Positivkontrolle festgestellt. Es konnte kein Einfluss auf die Zellzahl bestimmt werden, obwohl die
Vitalitat deutlich unter der Negativkontrolle (etwa 22 %) lag. Allerdings stiegen Zellzahl und
Vitalitdt mit zunehmender Konzentration. Bei der LDH-Freisetzung lagen mit Ausnahme des
Wertes von Tag 6 der Cmax-Konzentration die Messwerte im Normalbereich. Bei der DNA-
Fragmentierung und der CD95-Expression wurden deutlich niedrige Ergebnisse ermittelt. Beim
indirekten XTT lagen die Werte unterhalb der Negativkontrolle, wahrend beim direkten die

Aktivitdt mit zunehmender Konzentration gestiegen ist.
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Tab. 13 Ubersicht der getesteten Parameter (Hepatotoxizitdtsassay) vom Liposomales Amphotericerin B von den

unterschiedlichen Testkonzentrationen in Medium. Es sind Median, 25/75 Perzentil und *: p<0,05 gegeniiber der

Negativkontrolle dargestellt.

Parameter

verwendete Konzentrationen

Cmax
(5,73 mM)

5X Cmax
(28,63 mM)

10 Cinax
(57,25 mM)

neg. Kontrolle

pos. Kontrolle

ZZ (x 100 000) 6,05 * 11,1 * 10,9 * 6,83 1,35 *
5,23 /7,63 8,98 /12 9,13/13,3 6,14 /7,4 0,37/1,78
Vitalitat [%] 72,66 * 87,28 * 88,05 * 94,12 37,65 *
66,04 / 76,67 82,98 / 88,26 83,23/91,3 91,88/ 95,42 28,4 / 45,99
LDH (3d) [u/] 70 57 * 56,5 * 70,5 192 *
63,5 /90,25 46 /68 51,25/75 54 /97 163,75/ 214,5
LDH (6d) [U/] 271,5* 133,5 144 147,5 119 *
249,25/29575  108,5/206,75 117,25/ 159 101,5/156,88  83,25/130,75
XTT (indirekt) 0,832 * 0,788 * 0,965 0,983 1,262
0,741 /0,971 0,707 /1,053 0,728 /1,201 0,814 /1,12 1,189 /1,348
XTT (direkt) 0,778 * 1,979 1,458 1,51 0,221 *
0,728 /0,876 1,199 / 2,141 0,590/ 1,786 1,384 /1,679 0,216 / 0,240
MA [mg/1] 11,4 * 18,55 * 14,15 * 7,01 0*
8,43 /15,33 14,93 /21,18 12,88 /20,85 6,47 /8,2 0/0
CYP1A2 6,382 * 6,356 * 6,48 * 3,092 5,387 *
(pmol/1] 3,84 /8,323 3,898 /8,228 4,549 /9,21 2,29 /4,217 3,521/ 7,304
DNA (+) Zellen 0,60 * 0,69 * 1,23 * 3,67 2,35
[%] 0,23 /1,09 0,35/1,02 0,79/1,43 1,67 18,44 1,44 /17,38
CD95 (+) Zellen 8,56 * 4,87 * 411 * 18,11 13,58 *
[%] 5,83/9,55 2,40/6,96 2,0/6,06 15,13 /21,92 8,61/18,22

Zz-Zellzahl, LDH-Laktat-Dehydrogenase, XTT- (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide), MA-
Mikroalbumin, CYP1A2- Cytochrom P450 - zur Familie 1, zur Unterfamilie A und ist das 2. Enzym, DNA- Desoxyribonukleinsaure
(Deoxyribonucleic acid), CD95-Cluster of Differentiation 95

4.4.2 Anidulafungin

Bei Anidulafungin (Tab. 14) sind deutlich negative konzentrationsabhangige Beein-trachtigungen
der Zellen nach der Inkubation in héheren Wirkstoffmengen erkennbar. Dabei war ein starker
Vitalitdts- und Zellzahlverlust, eine stark beeintrachtigte Mikroalbuminsynthese, Erhdhung der
LDH-Werte am Tag 3 und niedrige Werte am Tag 6, eine stark reduzierte Dehydrogenasen-
Aktivitat (XTT, direkt) sowie eine signifikante hohe Anzahl an DNA-positiven Zellen auffallig. Die
CD95-Expression nahm mit steigender Konzentration ab. Bei CYP3A4 kam es durch Steigerung
der Wirkstoffmenge zur Aktivitatszunahme, wahrend die CYP1A2-Aktivitat deutlich unterhalb der

Negativ- und Positivkontrolle in allen Konzentrationen ermittelt wurde.
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Tab. 14 Ubersicht der getesteten Parameter (Hepatotoxizititsassay) von Anidulafungin von den unterschiedlichen

Testkonzentrationen in Medium. Es sind Median, 25/75 Perzentil und *: p<0,05 gegentiber Negativkontrolle dargestellt.

Parameter Cmax verwendetedXdamentrationen 10 Cmax neg. Kontrolle pos. Kontrolle
(2,25 mM) (11,25 mM) (22,50 mM)
ZZ (x 100 000) 7,10 0,3* 0* 6,83 1,35*
6,3/8,4 0,3/0,5 0/0 6,14 /7,4 0,37 /1,78
Vitalitat [%] 79,76 * 14,29 * 0* 94,12 37,65 *
76,25 /81,92 10,2 /22,95 0/0 91,88 /95,42 28,4 /46
LDH (3d) [U/]] 66 354 * 412+ 70,5 192 *
58,5/82,5 314 /401 393 /476 54 /97 163,75/ 214,5
LDH (6d) [U/I] 203 * 141 72* 147,5 119 *
157,5/222,5 103,5/ 155 48/ 88 101,5/156,88  83,25/130,75
XTT (indirekt) 0,69 * 0,596 * 0,616 * 0,983 1,262 *
0,648/0,813  0,558/0,643 0,587 /0,661 0,814 /1,12 1,189 /1,348
XTT (direkt) 1,206 0,182 * 0,149 * 1,51 0,221 *
1,037 /1,454  0,147/0,196  0,127/0,179 1,384 /1,679 0,216 /0,240
MA [mg/l] 13,5* 0* 0* 7,01 0*
11/15,9 0/0 0/0 6,47 /8,2 0/0
CYP1A2 2,536 3,926 2179 3,092 5,387 *
[pmol/l] 1,565/5,305  1,602/5514  1,616/5,532 2,29/4,22 3,521/7,304
CYP3A4 4,65 * 7,41* 19,88 * 3,94 4,65 *
[pmol/1] 4,05/5,33 6,76 /7,71 9,711/29,19 3,73 /4,61 4,02 /4,93
DNA (+) Zellen 2,63 32,75* 58,48 * 3,67 2,35
[%] 1,15/10,58  21,83/37,69  48,10/68,96 1,67 18,44 1,44 /17,38
CD95 (+) Zellen 12,85 492~ 6,38 * 18,11 13,58 *
[%] 8,65/ 18,47 1,94 /8,99 4,46 /11,37 15,13 /21,92 8,61/18,22

Zz-Zellzahl, LDH-Laktat-Dehydrogenase, XTT- (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide), MA-
Mikroalbumin, CYP1A2- Cytochrom P450 - zur Familie 1, zur Unterfamilie A und ist das 2. Enzym, CYP3A4- Cytochrom P450 - zur
Familie 3, zur Unterfamilie A und ist das 4. Enzym, DNA- Desoxyribonukleinsaure (Deoxyribonucleic acid), CD95-Cluster of
Differentiation 95

4.4.3 Caspofungin

Bei der Hepatotoxizitatstestung von Caspofungin (Tab. 15) wurde deutlich, dass nach Inkubation
die HepG2/C3A-Zellen eine ausgepragte Mikroalbuminsynthese besalien. Bei der Aktivitat von
Enzymsystemen, insbesondere bei CYP1A2 und CYP3A4 war eindeutig, dass Caspofungin
weder eine Induktion noch eine Inhibition der Enzyme bewirkte. Die Zellzahl und Vitalitat wurden
nur geringflgig beeintrachtigt; wahrscheinlich resultierten aufgrund dessen die LDH-Werte im
Bereich der Negativkontrolle. Die mitochondriale Aktivitat wurde durch Caspofungin geringfligig
negativ beeinflusst, die Ergebnisse liegen unterhalb der Negativ-kontrolle. Bei der Bestimmung
der DNA-Fragmentierung wurden signifikant mehr DNA-positive Zellen im Vergleich zur
Negativkontrolle ermittelt, wahrend die CD95-Expression im Bereich der Negativkontrolle

bestimmt wurde.
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Tab. 15 Ubersicht der getesteten Parameter (Hepatotoxizititsassay) von Caspofungin von den unterschiedlichen

Testkonzentrationen in Medium. Es sind Median, 25/75 Perzentil und *: p<0,05 gegentiber Negativkontrolle dargestellt.

pos.

Cmaxverwendete B¥r@entrationen 10 Cmax Kontrolle

neg. Kontrolle

Parameter

(0,2 mM)

(1 mM)

(2 mM)

ZZ (x 100 000) 6,25 7,03 6,63 6,83 1,35 *
3,95/8,73 4,66 / 8,44 5,24 /7,93 6,14 /7,4 0,37 /1,78
Vitalitat [%)] 88,90 * 92,23 92,02 94,12 37,65 *
85,71/92,29 90,68/94,80  88,15/94,12 91,88 /95,42 28,4/ 46
LDH (3d) [U/] 46,5 * 44,5 * 40 * 70,5 192 *
40,75/ 59,25 39,75/52,75 36,75/ 45,5 54 | 97 163,75/214,5
LDH (6d) [U/] 241 182,5 163 147,5 119 *
177,75 1 246 155,75 /218 142,5/191,5 101,5/ 156,88 83,25/ 130,75
XTT (indirekt) 0,932 0,750 * 0,767 * 0,983 1,262 *
0,732/1,162 0,687/1,023  0,698/1,110 0,814 /1,12 1,189/ 1,348
XTT (direkt) 0,848 * 1,262 0,944 * 1,51 0,221 *
0,676 /1,025 0,996 /1,607 0,716 /1,062 1,384 /1,679 0,216 / 0,240
MA [mg/I] 7,57 7,11 6,79 7,01 0*
6,97 / 8,41 6,17 /9,27 59/7,83 6,47 /8,2 0/0
CYP1A2 2,490 2,489 * 2,431 * 3,092 5,387 *
[pmol/l] 1,649 / 4,595 1,688/5,006  1,705/4,720 2,294,217 3,521/7,304
CYP3A4 4,08 3,99 4,06 3,94 4,65 *
[pmol/l] 3,76 /4,58 3,84 /4,49 3,77 14,56 3,73/ 4,61 4,02/4,93
DNA (+) Zellen 5,92 * 8,17 * 8,10 * 3,67 2,35
[%] 4,58 /13,90 5,14 /12,55 4,50/ 14,76 1,67/ 8,44 1,44 /17,38
CD95 (+) Zellen 17,40 19,57 15,96 18,11 13,58
[%] 15,63 /19,22 16,90 / 22,71 15,18 / 23,07 15,13 /21,92 8,61/18,22

Zz-Zellzahl, LDH-Laktat-Dehydrogenase, XTT- (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide), MA-
Mikroalbumin, CYP1A2- Cytochrom P450 - zur Familie 1, zur Unterfamilie A und ist das 2. Enzym, CYP3A4- Cytochrom P450 - zur
Familie 3, zur Unterfamilie A und ist das 4. Enzym, DNA- Desoxyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic acid), CD95-Cluster of
Differentiation 95

4.4.4 Fluconazol

Bei der Bestimmung der Hepatotoxizitat von Fluconazol (Tab. 16) war auffallig, dass die
Zellvitalitdt und Zellzahl signifikant beeintrachtigt wurden. Diese Werte korrelieren mit der
Freisetzung von LDH. Am Tag 6 wurde das Doppelte an LDH im Vergleich zur Negativkontrolle
bestimmt. Bei der CYP1A2-Bestimmung wurden deutlich geringe Umsetzungsraten im Vergleich
zur Negativ- und Positivkontrolle bestimmt, wahrend bei CYP3A4 die Hohe der Aktivitat im
Bereich der Negativkontrolle lag. Die mitochondriale Dehydrogenasen-Aktivitat lag unterhalb der
Negativkontrolle. Es konnten keine Auffalligkeiten bei der Apoptose-Bestimmung im Vergleich zur

Negativkontrolle ermittelt werden.
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Tab. 16 Ubersicht der getesteten Parameter (Hepatotoxizititsassay) von Fluconazol von den unterschiedlichen

Testkonzentrationen in Medium. Es sind Median, 25/75 Perzentil und *: p<0,05 gegenuber Negativkontrolle dargestellt.

Parameter

Cmax verwendete Wofzeatrationen 10 Cpmax

(4,5 mM)

(22,5 mM)

(45 mM)

neg.
Kontrolle

pos.
Kontrolle

ZZ (x 100 000) 58 * 56 * 58 * 6,83 1,35 *
561/6,5 5/6,2 56/6,6 6,14 /7,4 0,37 /1,78
Vitalitiit [%)] 75* 77,78 ¢ 78,79 * 94,12 37,65*
71,94 /78,76 7531/82,81  7534/8025  91,88/9542 28,4146
LDH (3d) [U/l] 144 * 99 * 79 70,5 192 *
107,75/18225  75/131,75  63,5/101,75 54/ 97 163,75/ 214,5
LDH (6d) [U/1] 316 * 286,5 * 246 * 147,5 119 *
279,75/ 365,5 254,5/315  207,25/265  101,5/156,88  83,25/130,75
XTT (indirekt) 0,882 0,724 * 0,713 * 0,983 1,262 *
0,835/1,02 0,683/0,798  0,676/0,769  0,814/1,12 1,189 /1,348
XTT (direkt) 1,411 1,555 1,798 1,51 0,221 *
1,199 / 1,666 1,277/1,903  1,4/2,159 1,384 /1,679 0,216 /0,240
MA [mg/l] 10,8 * 5,5 6,71 7,01 0*
10,5/ 14,1 4,62/8,98 5,41/9,29 6,47 /8,2 0/0
CYP1A2 1,974 1,929 * 1,863 * 3,092 5,387 *
[pmol/l] 1,513 /4,21 1,377/4,262  1,468/3,879 2,29/4,217 3,521 /7,304
CYP3A4 4,39 4,26 4,45 3,94 4,65 *
[pmol/l] 3,60 /4,77 3,54 /4,72 3,58 /4,75 3,73/ 4,61 4,02 /4,93
DNA (+) Zellen 4,92 * 4,59 * 0,57 * 3,67 2,35
[%] 4,55/5,28 4,55/4,78 0,46 /0,65 1,67 /8,44 1,44/ 17,38
CD95 (+) Zellen 16,73 14,00 14,65 18,11 13,58
[%] 15,56 / 27,80 13,62/22,22  10,34/27,72  15,13/21,92 8,61/18,22

Zz-Zellzahl, LDH-Laktat-Dehydrogenase, XTT- (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide), MA-
Mikroalbumin, CYP1A2- Cytochrom P450 - zur Familie 1, zur Unterfamilie A und ist das 2. Enzym, CYP3A4- Cytochrom P450 - zur
Familie 3, zur Unterfamilie A und ist das 4. Enzym, DNA- Desoxyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic acid), CD95-Cluster of
Differentiation 95

4.4.5 Voriconazol

In der Tab. 17 sind die Messwerte der Hepatotoxizitastiberprifung von Voriconazol dargestellit.
Die Inkubation mit Voriconazol ergab eine Beeintrdchtigung der Zellzahl mit einhergehendem
starkem Vitalitdtsverlust. Es wurden etwa 30 % weniger vitale Zellen im Vergleich zur
Negativkontrolle bestimmt. Die Freisetzung von LDH am Tag 3 war unauffallig, wahrend am Tag
6 signifikant erhéhte LDH-Werte bestimmt wurden. Voriconazol-inkubierte Zellen zeigten im
Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikant niedrige Mikroalbuminsynthese, die mit
zunehmender Konzentrationssteigerung zusatzlich negativ beeintrachtigt wurde. Die CYP1A2-
Aktivat und die mitochondriale Dehydrogenase-Aktivitat (XTT) waren ebenfalls unterhalb der

Negativkontrolle und nahmen bei Konzentrationssteigerung mit Voriconazol weiter ab.

78



4 ERGEBNISSE

Tab. 17 Ubersicht der getesteten Parameter (Hepatotoxizititsassay) von Voriconazol von den unterschiedlichen

Testkonzentrationen in Medium. Es sind Median, 25/75 Perzentil und *: p<0,05 gegentber Negativkontrolle dargestellt.

Parameter Cmax verwende®Gnzantrationen 10 Crmax Ko'::g;lle Ko‘:::rst;lle
(0,25 mM) (1,25 mM) (2,50 mM)
ZZ (x 100 000) 52* 54* 52* 6,83 1,35 *
4,25/6,4 4,416,1 4,8/6,05 6,14/7,4 0,37/1,78
Vitalitét [%] 67,35 * 67,86 * 68,57 * 94,12 37,65*
62,92/71,27  62,49/70,85 62,81/73,46 91,88 / 95,42 28,4146
LDH (3d) [U/1] 73 73,5 69 70,5 192 *
52,75/ 145 50,75/ 135 45,75/ 111,25 54 /97 163,75 /214,5
LDH (6d) [U/1] 279~ 263 * 219~ 147,5 119 *
197,75/313  182,75/295  140,75/279,25  101,5/156,88  83,25/130,75
XTT (indirekt) 0,754 * 0,608 * 0,605 * 0,983 1,262 *
0,695/0,837  0,622/0,724 0,545 /0,678 0,814 /1,12 1,189/ 1,348
XTT (direkt) 1,308 1,166 * 0,829 * 1,51 0,221 *
0,931/1,699  0,698/1,74 0,600/ 1,829 1,384 /1,679 0,216/0,240
MA [mg/l] 6,08 * 6,02 * 5,56 * 7,01 0*
5,44 /7,31 5,18/7,06 4,7117,25 6,47/8,2 0/0
CYP1A2 2+ 1,998 * 1,897 * 3,092 5,387 *
[pmol/l] 1,384/4,749  1,399/4,868 1,432 /5,052 2,29/4,217 3,521/7,304

Zz-Zellzahl, LDH-Laktat-Dehydrogenase, XTT- (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide), MA-
Mikroalbumin, CYP1A2- Cytochrom P450 - zur Familie 1, zur Unterfamilie A und ist das 2. Enzym, DNA- Desoxyribonukleinsaure
(Deoxyribonucleic acid), CD95-Cluster of Differentiation 95,
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Der auf humane Hepatozyten basierende Biosensor, der zur Friherkennung und zur
Therapiekontrolle konzipiert ist [214, 215], wurde im Vorfeld im Rahmen einer Sepsis-Therapie-
Studie EISS (Extracorporeal Immune Support System), sowie bei zwei Sepsis-Diagnostik- und
Lebertransplantations-Studien erprobt [216]. Darlber hinaus fand der Test Anwendung bei der
Uberpriifung der Hepatotoxizitat von Testreihen ausgewahlter Muskelrelaxantien [217] und
Albuminzubereitungen [218]. Im Rahmen der angewandten Forschung soll dieser zellbasierte
Test weiter standardisiert, validiert und auch weiterhin zur Untersuchung der Hepatotoxizitat von

Wirkstoffen und Arzneimittelzubereitungen eingesetzt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine standardisierte und genetisch charakterisierte Master- und
Workingzellbank unter kontrollierten Bedingungen generiert, um die Reproduzierbarkeit der
gewonnenen Ergebnisse der Hepatotoxizitatstestung sowie im Vergleich zu vorherigen Test-
versuchen zu gewahrleisten [219]. Die eingesetzte Zelllinie wurde vor der Versuchsdurch-fihrung
auf Mycoplasmenfreiheit und auf mikrobielle Kontaminationen untersucht, um ein falsch-
negatives Ergebnis der Zytotoxizitatstestung durch kontaminierte Mikroorganismen ausschliel3en
zu koénnen. Es wurden keine Verunreinigungen ermittelt. Durch die Vitalitats- und
Funktionsanalysen wurde sichergestellt, dass keine signifikanten Unter-schiede im Zellstoff-
wechsel und Wachstum der Ausgangszellen im Vergleich zu den vorherigen Zellen vorlagen. Alle
spater durchgefihrten Tests konnten auf Grundlage einer gleichbleibenden und bekannten

Zellqualitat durchgefiihrt werden.

Zur Beurteilung von Zellschadigungen wurde bei allen Testreihen eine Positivkontrolle mitgefuhrt.
Das Verstandnis von Medikamenten-assoziierten pathophysiologischen Vorgangen kann anhand
bekannter Toxizitdt von Modellsubstanzen durch messbare und reproduzierbare Ergebnisse
verbessert werden [41]. Als Positivkontrolle wurde Paracetamol (PCM) eingesetzt. Denn neben
Tetrachlorkohlenwasserstoff, Chloroform oder Dichchlormethan stellt PCM eine Modellsubstanz
fur die Hepatotoxizitat dar [220]. PCM, haufig angewendetes Schmerzmittel mit einer geringen
therapeutischen Breite, wirkt in hohen Dosierungen hepatotoxisch [55]. Bei Uberdosierung von
PCM kommt es zu einer Glutathion (GSH)-Verarmung der Leberzellen (vgl. 1.2 Paracetamol als
Modellsubstanz flir Hepatotoxizitat). Dies hat zwei wesentliche Folgen, die letztlich zum Verlust
der Leberfunktion filhren koénnen. Einerseits reagiert der toxische Metabolit N-Acetyl-p-
Benzochinonimin  (NAPQI) mit den Zellproteinen und hemmt die elementare zellulare
Stoffwechselfunktion. Andererseits kommt es zu oxidativen Schadigung der Leberzellen (Leber-
nekrose), da GSH zu den wichtigsten zellularen Antioxidantien gehort [221]. In der vorliegenden
Arbeit wurde mit Ausnahme des Apoptoseparameter die schadigende Wirkung von PCM
hinsichtlich Zellviabilitdét, Morphologie und Cytochromaktivitdt (CYP1A2, CYP3A4) bestatigt.

Durch die Inkubation kam es zur starken Beeinflussung der Zellzahl und -vitalitat, zur
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eingeschrankten Mikroalbuminsynthese sowie zur erhdéhten Freisetzung von Laktat-
Dehydrogenase (LDH). Aufgrund der Metabolisierung tiber das Cytochrom (CYP)-Enzymsystem
wurden erhohte Aktivitditen beim CYP1A2 und CYP3A4 bestimmt. Weiterhin kam es zur
Einschrankung der Synthese mitochondrialer Dehydrogenasen. Es zeigte sich, dass PCM in einer
Konzentration von 15,24 mM eine sehr geeignete Substanz als Positivkontrolle fir weitere
Testsubstanzen ist. Toxikologisches Potenzial von PCM wurde ebenfalls bei einer Langzeit-
Hepatozytenkultur durch eine deutliche Reduzierung der Albuminsynthese um bis zu 75 bis 80 %
gezeigt [90]. Aus den Ergebnissen der Apoptose-Bestimmung in Vorversuchen mit drei
unterschiedlichen PCM-Konzentrationen (1,52 mM | 7,62 mM | 15,24 mM) Iasst sich ableiten,
dass der Viatalitdsverlust der Leberzellen bereits bei niedrigen PCM-Konzentrationen zu
verzeichnen war, wahrend DNA-Fragmentierung jedoch erst bei h6heren PCM-Konzentrationen
stattfand. Die Tatsache, dass ein Vitalitdtsabfall bereits bei niedrigen Konzentrationen auftritt, bei
denen keine DNA-Fragmentierung nachzuweisen ist, l[dsst vermuten, dass es sich nicht primar
um einen durch DNA-Fragmentierung verursachten Zelluntergang in Sinne einer Apoptose
handelt. Die Paracetamol-Hepatotoxizitat ist ein typisches Beispiel fir die Uberlappung von
Nekrose und Apoptose [222, 223].

Zur Validierung von Ergebnissen mit hepatozytaren Zelllinien gelten isolierte humane primare
Hepatozyten als ,Goldstandard® fir in vitro Modelle [88, 89]. Aufgrund dessen wurden zur
Methodenetablierung und Funktionsuberprifung (CYP1A2, Vitalitdt- und Proliferationstests)
humane primare isolierte Hepatozyten (Firma Primacyt, Schwerin) eingesetzt. Nach der
Isolierung konnten die Hepatozyten im verwendeten HEPAC-System [90, 224], ein standardi-
siertes und validiertes Langzeit-Kultursystem, in vitro differenzierte leberspezifische Funktionen
fur mehrere Tage aufrecht-halten, sowie den Phase | und Il Metabolismus und die Protein-
synthese. Im Rahmen des Proteinmetabolismus der Hepatozyten werden Aminosauren und
Proteine im Harnstoffzyklus zu Harnstoff abgebaut. Die analysierte Harnstoffproduktion der
primar isolierten Hepatozyten diente als Funktionsmarker und konnte im Rahmen der Funk-
tionstberprifung erfolgreich getestet werden. Die EROD-Synthese wurde unter Protein-gehalt-
Anpassung durch Induktion von CYP1A2 mit -Naphthoflavon durchgeflihrt. Runge et al. konnten
in acht Tage kultivierte humane Hepatozyten die Induktion der EROD-Aktivitat durch 48 h
Einwirkung von B-Naphthoflavon zeigen [225]. Anidulafungin, Caspofungin, Fluconazol und
Paracetamol zeigten keine signifikanten Auswirkungen auf die CYP1A2-Aktivitat. Allerdings
kénnen die Enzymaktivitdten der primar isolierten Hepatozyten durch Vorerkrankungen und/ oder
Medikation der Zellspender bereits beeinflusst worden sein und dadurch deutliche Unterschiede
in der Stimulierbarkeit in den einzelnen Experimenten begriinden [226]. Die Bestimmung der
EROD-Synthese unter Induktion der CYP1A2-Aktivitat mit 3-Methylcholanthren (3-MCH) der
HepG2/C3A zeigte ebenfalls, dass die Antimykotika keinen signifikanten Einfluss auf die
CYP1A2-Aktivitat hatten, jedoch hohere Aktivitdaten im Vergleich zu den primar isolierten
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Hepatozyten. Die Testung der Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen primarer Hepatozyten
wurde unter Verwendung von MTT bestimmt. Zusatzlich wurden die Antimykotika-inkubierten
Zellen morphologisch beobachtet. Die Beeintrachtigungen der Zellen durch Anidulafungin,
Caspo-fungin und Fluconazol wurden auch in unseren Untersuchungen gesehen. Proliferierende
Zellen haben eine gesteigerte Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen und setzen mehr MTT
um. Anidulafungin und Paracetamol zeigten konzentrationsabhangige Beeinflussungen der
mitochondrialen Aktivitat, wahrend Caspofungin geringe positive Effekte auf die Metabolis-
musfahigkeit der Zellen zeigte. Gemal MTT-Assay wurden keine Beeintrachtigungen durch
Fluconazol beobachtet, lediglich in der 5-fachen Konzentration flihrte Fluconazol zur leichten
Erhéhung. Die Ergebnisse der metabolischen Aktivitat der HepG2/C3A-Zellen mittels XTT zeigten
in unserem Testsystem ahnliche Trends nach Inkubation mit den Antimykotika-zubereitungen.
XTT sowie MTT dienen der Quantifizierung der metabolischen Aktivitat der Zellen uber
Tetrazolium-Salze. Der haufig verwendete MTT, hauptsachlich fur validierte Zytotoxizitatstests,
hat jedoch den Nachteil der Wasserunldslichkeit des gebildeten Formazans [227, 228]. XTT ist
eine Weiterentwicklung bei der im Vergleich zu MTT ein I6sliches Formazan entsteht. Da keine
Verwendung von toxischen Ldsungsmitteln bei XTT notwendig ist, besteht der Vorteil in der
einfachen Handhabung, sowie die Mdglichkeit die Zellen nach Testdurchfihrung weiter zu
verwenden [224]. Im Gegensatz zum membranengangigen MTT dringt XTT aufgrund der Ladung
nicht in die Zelle ein. (vgl. 3.4.4 Abb. 5) Generell sind die geringe Stabilitdt der Formazanprodukte
und die relativ niedrigen Absorptionswerte bei den Bestimmungen limitierend, allerdings sind die
Assays besonders bei toxikologischen Untersuchungen mit adharenten Zellen geeignet [198].

In Kooperation mit der Firma Primacyt wurden die Testergebnisse der MTT-Analyse von
Anidulafungin, Caspofungin, Fluconazol und Paracetamol mit den priméar isolierten Spender-
Hepatozyten im Vergleich zu den Ergebnissen unter Verwendung von HepG2/C3A bestatigt,

hinsichtlich der CYP1A2-Aktivitaten wurden geringe Abweichungen bestimmt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung des hepatotoxischen Potenzials
intensivmedizinisch relevanter Antimykotika Medium- als auch Plasmaversuchsreihen durch-
gefuihrt. Die HepG2/C3A-Zellen werden standardmaRig im Medium kultiviert, aufgrund dessen
und der Darstellung der Situation bei kritisch kranken Patienten (Hypalbumindmie) wurden
Versuche im Zellkulturmedium realisiert. Das Blut eines gesunden Patienten besteht aus etwa 60
% Plasma. Bei Intensivpatienten z.B. mit akutem Leberversagen (ALV) liegt eine verminderte
Konzentration Albumin (Hypalbuminamie) im Blutplasma vor. Ursachen dafir sind z.B. eine
erhohte kapillare Permeabilitdt, Hamodilution, renale Verluste oder verringerte hepatische
Synthese [229]. Zuséatzlich wurden Plasmaversuche unter der Verwendung von humanen Plasma
aus dem selbst hergestellten Plasmapool von freiwilligen Spendern ohne Medikamen-tation
realisiert, da Plasma die in vivo Situation eines gesunden Patienten besser widerspiegeln kann.

Zudem wurden diese Versuche aufgrund der unterschiedlichen Plasma-Eiwei3-Bindung der
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verschiedenen Antimykotika (vgl. 1.4 Tab. 4) verwendet. Die Protein-bindung gibt Auskunft, wie
hoch der Anteil an Protein gebundenen Arzneistoff ist. Nur der freie Anteil eines Arzneistoffes ist
pharmakologisch aktiv [230]. Als Bindungspartner kommen hauptsachlich Serumalbumin oder
saures a1-Glycoprotein in Frage. Die wichtigste Rolle bei der Arzneistoffbindung hat Albumin,
welches hauptsachlich saure und neutrale Substanzen bindet, wahrend an das saure a1-
Glycoprotein vorwiegend basische Arzneistoffe gebunden werden. Wenn die Arzneistoffmolekiile
nicht an Plasmaproteine gebunden sind, sondern frei vorliegen, kann es aus dem Plasma zu
seinem Wirkungsort diffundieren und dort seine Wirkung entfalten. Gebundene
Arzneistoffmolekile kénnen nicht durch die Zellmembran diffundieren und sind dadurch
pharmakologisch inaktiv. Ein gebundenes Arzneistoffmolekil kann weder metabolisiert noch
ausgeschieden werden. Die Folge daraus kann eine Art Depotwirkung sein, da der Arzneistoff
lAnger im Organismus verweilt. Die Héhe der Protein-bindung und somit auch des freien Anteils
ist also variabel und demnach nicht einfach berechenbar. Dieses Phanomen ist fur Ceftriaxon
(Antibiotikum) gut untersucht. Dessen konzentrationsabhangige Bindung variiert zwischen 95 %
bei niedrigen (<100 pg/ml), und 60 % bei hohen (>400 pug/ml) Konzentrationen [231].

Fur die vorliegende Promotionsarbeit wurden intensivmedizinisch relevante Arzneimittelzu-
bereitungen von Antimykotika hinsichtlich ihrer Wirkung auf die hepatozellulare Zelllinie HepG2/
C3A untersucht.

Wir konnten zeigen, dass Liposomales Amphotericerin B (L-AmB) sich in unseren Analysen als
potentiell hepatotoxisch in der klinischen relevanten Konzentration (Cmax) im Medium und Plasma
zeigte. Im Vergleich zur Negativkontrolle wurden Beeintrachtigungen hinsichtlich der Vitalitat mit
entsprechend erhohter LDH-Freisetzung sowie erniedrigter mitochondrialer Aktivitaten bestimmt.
Im Gegensatz dazu wurde durch die Inkubation mit L-AmB eine erhdhte Mikroalbuminsynthese
bestimmt. Obwohl weder AmB noch die Lipidbestandteile keiner relevanten hepatischen
Metabolisierung Uber CYP-Isoenzyme unterliegen, wurde eine erhéhte CYP1A2-Aktivitat
beobachtet. Bei dem neuen Parameter Apoptose wurden unauffallige Werte der friihen Apoptose
hinsichtlich der CD95-Expression bestimmt. Signifikant hdhere spate Apoptosezeichen wurden
im Plasma beobachtet, wahrend im Medium kaum DNA-Fragmen-tierungen stattgefunden haben.
Durch die Konzentrationssteigerung wurde keine Verstarkung des hepatotoxischen Potenzials
gezeigt. L-AmB besitzt eine Plasma-Eiweif3-Bindung von 84 %, aufgrund der Bindung lassen sich
die Unterschiede zwischen den Medium- und Plasma-versuchsreihen erkldren. Das
hepatotoxische Potenzial ist im Medium ausgepragter als im Plasma, da der gebundene Wirkstoff

nicht im vollen MafRe wirken konnte.

Der therapeutische Wert des Wirkstoffes AmB wird durch die hohe bekannte Systemtoxizitat,
insbesondere die Nephrotoxizitat, aber auch Hepatotoxizitat und infusionsbedingte Reaktionen,
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stark eingeschrankt [232]. Die unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (UWA) und der Wirk-
mechanismus stehen unmittelbar im Zusammenhang mit der Struktur der Substanz und der
Ahnlichkeit zu Cholesterol (in der Zellmembran menschlicher Zellen), Ergosterin (in der
Zellmembran der Pilzzellen) und Sterinen. Die Affinitdt von AmB zu Cholesterin ist fast so hoch
wie zu Ergosterin [119, 120, 233]. AmB als auch die Sterine besitzen ein planares hydrophobes,
durchkonjugiertes Doppelbindungssystem von ahnlicher Lange. Durch die Bindung des lipo-
philen Molekulanteils an das Ergosterol in Pilzmembranen, kommt es zur Beeintrdchtigung der
Interaktion zwischen den Sterolen und Phospholipiden der Membran. Sie reagieren unter-
einander mit starken hydrophoben Wechselwirkungen. Die enge Anordnung wird durch die
Anlagerung von AmB an die Sterine aufgelockert, was zur Permeabilitatsanderung der Membran
und letztendlich zum Zelltod flihrt. Bestimmte Nierenzellen und Erythrozyten enthalten Sterole
(primar Cholesterol), deshalb bindet AmB und es kommt ebenfalls zur Stérung der
Zellmembranpermeabilitdt [234]. Zusatzlich zu der Schadigung von Nierenzellen kommt es
aulerdem bei den Zellen der Immunabwehr, wie Makrophagen und B- und T-Lymphozyten zur
Beeintrachtigung mit der Folge einer immunsuppressiven Wirkung [138]. AmB hat im Wirt potente
immunomodulierende Eigenschaften [235-237]. L-AmB ist pharmakologisch inaktiv und wird zum
Entfalten der Wirkung aus den Liposomen freigesetzt [238, 239]. Es gibt verschiedene
Erklarungsansatze fir den erhéhten therapeutischen Index. Nach Eintritt der Lipidformulierung in
die systemische Zirkulation trennen Makrophagen Arzneistoff- und Lipidkonjugate und fuhren
diese wieder zurtick. Aufgrund der vermehrten Lokalisation der Makrophagen am Infektions-herd,
kann eine gezielte Zufuhr zum infizierten Gewebe erfolgen [240]. Zudem dienen die
phagozytierenden Zellen als Arzneistoffreservoir [240, 241]. Durch die lange Zirkulationszeit im
Blut ist ein selektiver Transport zu den Pilzzellen méglich. Da kommt es zur Anhaufung der
Liposomen am Infektionsherd, wo diese sich an die Pilzzelle heften und AmB direkt in die Zelle
transferiert wird [112, 242, 243]. Allerdings kommt es trotz der langsamen Clearance von L-AmB
zu einer Anreicherung in der Leber und der Milz [240]. AmB besitzt Affinitdten zu den
verschiedenen Lipiden und Sterolen. Dabei scheint die Affinitdt zu Lipidmembranen in den
Liposomen gréfRer zu sein als zum Cholesterol in menschlichen Zellen, aber wiederum geringer
als zum Ergosterol in den Pilzzellen [238, 239]. Weiterhin ist es von Vorteil, dass durch die
Lipidzubereitungen die Freisetzung von Zytokinen verhindert wird. Zytokine férdern Toxizitats-
reaktionen in menschlichen Zellen [244]. Eine zusatzliche Toxizitatsminderung liegt héchstwahr-
scheinlich in der Plasma-proteinbindung von AmB, denn AmB bleibt in Liposomen vorwiegend an
HDL (High Density Lipoprotein) gebunden. An HDL gebundenes AmB kann weniger
nephrotoxisch wirken als an LDL (Low Density Lipoprotein) oder freies AmB, da die Niere kaum
HDL-Rezeptoren besitzt [112, 245].

In praklinischen und klinischen Versuchen zeigte sich das L-AmB als gleich wirksam gegen

experimentelle Pilzinfektionen wie konventionelles AmB [241, 246]. Die Nebenwirkungen und
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Unvertraglichkeitsreaktionen vom konventionellen AmB sind auch unter L-AmB zu erwarten,
jedoch in einem geringeren Ausmal} und reduzierter Haufigkeit, insbesondere die Nephro-
toxizitat. Die Sicherheit von L-AmB konnten in Studien gezeigt werden, da akute und infusions-

bedingte Nebenwirkungen mit reduzierter Haufigkeit auftraten [247-249].

Bei der Testung der Triazole Fluconazol und Voriconazol zeigte sich die CYP1A2-Aktivitat von
Fluconazol-inkubierten Zellen im Medium und im Plasma unauffallig, wahrend bei CYP3A4 eine
geringfige Erhéhung der Aktivitdt bestimmt wurde. Durch die Inkubation wurden maRige
Beeintrachtigung von Zellzahl und Vitalitat mit entsprechend hoher LDH-Freisetzung im Medium
und Plasma detektiert. Zudem konnten Beeintrdchtigungen der mitochondrialen Dehydro-
genasen durch die Inkubation mit Fluconazol gezeigt werden. Signifikant hohe DNA-Fragmen-
tierungen wurden im Plasma beobachtet, wahrend keine auffalligen CD95-Expressionen weder
im Medium noch im Plasma festgestellt wurden. Fluconazol bindet nur 12 % der Plasma-proteine,
deshalb wurden geringfiigige Unterschiede zwischen Medium- und Plasmaversuchen bestimmt,
mit Ausnahme der starken Mikroalbuminsynthese im Plasma. Es wurden keine Veranderung des

hepatotoxischen Potenzials mit zunehmender Konzentration bestimmt.

Im Vergleich zu den anderen Antimykotika zeigte Voriconazol in den Untersuchungen das grofite
hepatotoxisches Potenzial. Ahnlich wie Fluconazol wurden Zellzahl und Vitalitat der HepG2/C3A-
Zellen durch die Inkubation maRig beeintrachtigt. Bei der CYP1A2-Bestimmung im Medium
wurden signifikant niedrige Aktivitaten bestimmt, wahrend signifikant erhdhte Aktivitaten im
Plasma ermittelt wurden. Die CYP3A4-Aktitvat wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt.
Die Bestimmung der Apoptose zeigte ahnliche Trends wie bei Fluconazol; CD95-Expressionen
waren im Medium und Plasma unauffallig gering. Lediglich erh6hte DNA-Fragmentierungen
wurden im Plasma beobachtet. Durch die Konzentrationssteigerung von Voriconazol wurde keine
signifikante Erhéhung des Hepatotoxizitatspotenzial bestimmt. Voriconazol besitzt eine Plasma-
Eiwei3-Bindung von 58 %. Das Medikament bindet vorwiegend an Albumin. Aufgrund dessen
wurden Unterschiede zwischen den Medium- und Plasma-versuchen festgestellt. Generell
zeigten die Plasmaversuche bessere Ergebnisse als im Medium. Unter anderem wurde eine

starke Mikroalbuminsynthese im Plasma bestimmt.

Azole wirken durch die Hemmung der Biosynthese von Ergosterol fungistatisch. Uber die
Blockierung des Enzyms 14-a-Lanosteroldemethylase (ERG11), einem Enzym der CYP450-
Gruppe, dessen Analogon in menschlichen Zellen an der Cholesterinsynthese beteiligt ist, erfolgt
der Eingriff in die Ergosterol-Biosynthese [250, 251]. Die Wirkung beruht einerseits auf den
Mangel an Ergosterol und andererseits in der Toxizitat angereicherter Ergosterol-Vorstufen,
durch Akkumulation von Lanosterol und anderen typischen Sterolen in der Zellmembran [252].
Dies fuhrt zur Beeintrachtigung der Membranfunktion. Insbesondere membranstandige Enzyme,

die fur das Zellwachstum und -teilung notwendig sind, wie z.B. die Chitinsynthase, werden gestort
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[253]. Einerseits werden die Triazole durch CYP450-Enzyme verstoffwechselt und andererseits
hemmen auch manche dieser Enzyme. Die metabolische Elimination der Triazole erfolgt in
unterschiedlichem Ausmal} durch CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 oder Glucuronidierung. Der
wichtigste Vertreter dieser Gruppe ist das in dieser Arbeit verwendete Fluconazol. Es gehort zur
ersten Generation der Triazole und ist ein starker Inhibitor des hepatischen oxidativen Enzyms
CYP2C9 und ein schwacher Inhibitor des Isoenzym CYP3A4, lber das es auch verstoffwechselt
wird [254]. Trotz des relativ verbesserten Sicherheitsprofils, induziert Fluconazol mehrere seltene,
aber schwere Nebenwirkungen, wie Hepatotoxizitat [139]. Der Wirkstoff ist hepatotoxisch [235,
255]. Die haufigsten klinischen Prasentationen Fluconazol induzierter Hepatotoxizitat sind leicht
bis moderate, reversible und asymptomatische Zytolyse [256, 257]. Dennoch sind Falle von
schwerer Ubelkeit und Erbrechen [139], Gelbsucht [139, 258], schwere Cholestase [259], oder
todliche akute Lebernekrose [139, 260] bekannt. Jedoch ist der Mechanismus der Azol-
induzierter Hepatotoxizitat weitgehend unbekannt [261]. Auch wenn Fluconazol sich als ein
potenter CYP450-Inhibitor gezeigt hat, wird es nicht in der Leber metabolisiert und wird ohne
Veranderung Uber die Nieren ausgeschieden [262]. CYP450 hat eine geringe Schlisselrolle bei
der Hepatotoxizitat. Guillaume et al. vermuten, dass Fluconazol-induzierte Hepatotoxizitat mit der
Hemmung der CYP450-Enzyme in der innere Mitochondrien-membran und glattes
Endoplasmatischen Retikulum der Hepatozyten zusammenhéangt und dies zu mitochondrialen
Erkrankungen fuhrt [259]. Zudem vermuten wenige Studien, dass nicht identifizierte toxische
Metabolite, die wahrend der Flavinhaltige Monooxygenasen (FMO) Stoffwechsel der Azol-
Antimykotika in der Leber entstehen, verantwortlich fiir die Azol-induzierte Hepatotoxizitat sind
[232, 263, 264].

Fluconazol wird zu 80 % Uber Nieren ausgeschieden. Nierenbeeintrachtigungen kénnen zu einer
Akkumulation von Fluconazol im Koérper flihren. In Folge dessen kann es zu einer dosis-
abhangigen Hepatotoxizitat kommen [258, 260]. Bronstein et al. beschrieben eine dosisab-
hangige Hepatotoxizitat von Fluconazol, die innerhalb von 10 Tagen nach oraler Einnahme von
400 mg pro Tag bei einem Nierenpatienten auftrat [260]. Crerar-Gilbert et al. schilderten einen
weiteren Fall der dosisabhangigen Fluconazol assoziierten Hepatotoxizitat bei einem Patienten
mit akutem Nierenversagen. Dabei erhielt die Patientin flir 25 Tage taglich orale Dosis von 400
mg Fluconazol [265].

Voriconazol, Azol der zweiten Generation, wird in der Leber Giber N-Oxidation durch die CYP450-
Isoenzyme vor allem durch CYP2C19 und zu einen geringen Grad durch CYP2C9 und CYP3A4
metabolisiert und anschlie®end in Form Uberwiegend inaktiver Metabolite zu etwa 80 % im
Urin ausgeschieden [266, 267]. Klinisch manifeste Hepatotoxizitat durch Voriconazol ist selten,
kann aber haufiger als mit Fluconazol und ltraconazol auftreten. Einzelne Studien fiir Voriconazol
zeigten einen Zusammenhang zwischen erhéhten Serumspiegeln und dem vermehrten Auftreten

von Nebenwirkungen [145, 268]. So =zeigte in einer Studie von 52 Patienten bei
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Plasmakonzentrationen Uber 5,5 mg/l eine signifikante Zunahme an neurolo-gischen
Nebenwirkungen (Sehstérung) und auch ein erhdhte Rate an hepatischer Cholestase. In
klinischen Studien mit Voriconazol kam es gelegentlich zu Fallen schwerer Leberfunktions-
stérungen (einschliel3lich Hepatitis, Cholestase und fulminanten Leberversagens, auch mit
todlichem Ausgang). Ein wesentlicher Faktor flir die Schwankung der Spiegel liegt in der
hepatischen Metabolsierung. Aufgrund der typischen CYP-Isoenzyme resultiert ein breites
Spektrum an potenziell interagierenden Medikamenten. Der CYP2C19-Polymorphismus und die
nicht-lineare ungesattigte Pharmakokinetik kann eine hohe Variabilitat der Pharmakokinetik von
Voriconazol verursachen [269-271]. Dabei kdnnen schnelle, mittlere, und langsame
Metabolisierer differenziert werden. Eine mittlere Enzymaktivitat fihrt zu einer Verdoppelung und
eine langsame zu einer Vervielfachung der Voriconazol-Konzentration. Dies kann einen Anstieg
in den gewunschten Bereich oder ebenso in einem Bereich mit erhdhter Toxizitat bedeuten. Die
Verteilung des Polymorphismus ist stark von der ethischen Zugehdrigkeit abhangig. In Europa
gehdren etwa 2-5 % zum langsamen Metabolisierungstyp, wahrend etwa 20 % der asiatischen
Bevolkerung dazugehdren [272, 273]. Zudem ist das polymorphe Enzym CYP2C19 vor allem flr
die Umwandlung in den inaktiven Hauptmetaboliten N-Oxid verant-wortlich, das 72 % der
Plasma-Metaboliten ausmacht. Jedoch ist nichts Uber die Rolle des Metaboliten hinsichtlich des
hepatotoxischen Potenzials von Voriconazol bekannt [274, 275]. Als Losungsvermittler enthalt
Voriconazol die intravendse Formulierung ein Cyclodextrin (SBECD). Bei eingeschrankter
Nierenfunktion besteht die Gefahr der Akkumulation, so dass in diesem Fall die orale

Darreichungsform bevorzugt werden sollte [122].

Eine relativ neue bei invasiven Candida-Infektionen eingesetzte Gruppe semisynthetischer
Antimykotika sind die Echinocandine. Aktuell sind Caspofungin, Micafungin und Anidulafungin
zugelassen. Anidulafungin nimmt eine Sonderstellung ein, da der Wirkstoff nicht metabolisiert
wird und die langste biologische Halbwertszeit in dieser Gruppe hat. Im Rahmen der Hepato-
toxizitatstestung in der klinisch relevanten Cnax-Konzentration zeigte sich Anidulafungin im
Medium und im Plasma geringfligig hepatotoxisch. Durch die Inkubation wurden
Beeintrachtigungen hinsichtlich der Vitalitat mit einhergehender erhéhter LDH-Freisetzung und
reduzierte mitochondrialer Aktivitdt beobachtet. Obwohl bei den Echinocandinen bei
Uberdosierungen keine toxischen Wirkungen bei gesunden Patienten bekannt sind [276], wurden
bei Anidulafungin bei den Analysen starke konzentrationsabhangige Beein-trachtigungen im
Medium und maRige im Plasma bestimmt. Bei allen Parametern wurde deutlich, dass
Anidulafungin in hoheren Konzentrationen antiproliferierende Effekte und Zytolyse auf die
Hepatozyten  besitzt. @~ Zudem wurde durch die Konzentrationssteigerung die
Mikroalbuminsysnthese im Medium stark beeintrédchtigt. Wahrend mit zunehmender
Konzentration die Anzahl der CD95-Expressionen abnahm, stieg die Anzahl der DNA-

Fragmentierung. Durch die Inkubation mit Anidulafungin in héheren Konzentrationen wurden
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apoptotische Signale ausgelost. Auffallig waren die starke konzentrationsabhangige Steigerung
der CYP3A4-Aktitivat im Medium und eine maRige Zunahme im Plasma, obwohl Anidulafungin
nicht hepatisch abgebaut wird. Jedoch ist das Isoenzym CYP3A4 nicht ausschlieRlich in den
Hepatozyten lokalisiert. Bei der CYP1A2-Aktivitat wurden keine Beeintrachtigungen bestimmt.
Aufgrund der hohen Plasma-Eiweif3-Bindung von 99 % kann das unterschiedliche hepatotoxische
Potenzial in Medium und Plasma erklart werden. Aufgrund der hohen Bindungsaffinitat zu
Plasmaproteinen, wurden deutlich héhere Beeintrachtigungen im Medium detektiert.

Caspofungin ist in allen Konzentrationen wenig hepatotoxisch. Es wurden geringflgige Beein-
flussungen hinsichtlich samtlicher Parameter im Vergleich zur Negativkontrolle beobachtet. Bei
den CYP1A2- und CYP3A4-Aktivitaten wurden weder Induktion nach Inhibition im Medium oder
Plasma bestimmt. Obwohl Caspofungin eine hohe Plasma-Eiwei-Bindung (97 %) besitzt,
wurden kaum signifikante Unter-schiede hinsichtlich der Medium- und Plasmaversuche bestimmt.
Mit Ausnahme der hoheren Mikroalbuminsynthese und der hoheren Anzahl DNA-

Fragmentierungen im Plasma.

Im Vergleich zu den Azolantimykotika wie z.B. Fluconazol haben die Echinocandine gunstige
pharmakodynamische und pharmakokinetische Eigenschaften und sind gut vertraglich [277]. Sie
bieten einen vollig neuen Ansatz, in dem sie nicht wie AmB und Azole an der Zellmembran,
sondern an der Zellwand der Pilze angreifen, in dem sie die (1,3)--Glukansynthetase inhibieren.
Sie zeigen durch ihren Wirkmechanismus ein vergleichbar geringes Interaktions-potential und
sind im Vergleich zu AmB weniger nephro- und hepatotoxisch [118, 278, 279]. Sie weisen keine
durch den Wirkmechanismus bedingten Toxizitdten auf, da es fur die Targets an der Zellwand
der Pilze kein Analogon in menschlichen Zellen gibt [280—-282]. Es treten keine renalen und wenig
hepatische Toxizitdten auf. Da die Echinocandine eine hohe Proteinbindung von bis zu 99 %
aufweisen, befindet sich nur ein geringer Anteil an freiem Arzneistoff im Blut [278, 283]. Die
verschiedenen Echinocandine unterscheiden sich in ihrer molekularen Struktur. Alle besitzen eine
gemeinsame Ringstruktur, jedoch unterscheiden sie sich in der Seitenkette, was zum
unterschiedlichen pharmakologischen Verhalten flihrt. Anidulafungin fallt durch eine stabilere
Ringstruktur und eine lipophile Seitenkette auf. Diese Besonderheiten resultieren in einer
langeren biologischen Halbwertszeit, fehlender hepatischer Metabolisierung, grélerem
Verteilungsvolumen und potenter antifungaler Wirkung. Anidulafungin ist kein klinisch relevantes
Substrat, kein Induktor oder Hemmer von CYP450-Isoenzymen [284]. Des Weiteren ist
Anidulafungin weitgehend unabhangig von Organfunktionen und wird durch eine nicht-
enzymatische hepatische Degradation abgebaut. Wie auch in anderen Studien dargestellt,
wurden in der Bestimmung der CYP1A2-Aktivitat keine Interaktionen in den Ergebnissen
beobachtet. Jedoch ist zu beachten, dass diese in vitro-Studien mogliche Wechselwirkungen in
vivo nicht vollstandig ausschlieRen kdnnen. Generell wird die Pharmakokinetik von Anidula-fungin

nicht von der Leberfunktion beeinflusst [150]. Zwischen Patienten mit normaler Leberfunktion und
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solchen mit leichter, mafRiger oder schwerer Leberinsuffizienz ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede beim Anidulafungin-Plasmaspiegel (AUC). Allerdings wurde fur Anidulafungin eine
vernachlassigbare renale Clearance (<1 %) nachgewiesen [285]. Weiterhin ist bekannt, dass es
zur Akkumulation von Anidulafungin in der Leber kommen kann. In praklinischen in vivo Studien
(Ratte, Affe) wurden bei Dosierungen, die um das 4- bis 6-fache Uber der erwarteten klinisch-
therapeutischen Exposition lagen, Hinweise auf eine Lebertoxizitat, einschliellich erhohter
Leberwerte und morphologischer Verdnderungen, beobachtet werden [286]. Aktuell zeigen diese
Aussagen keinen Zusammenhang mit den genannten Eigenschaften bei der Anwendung von
Anidulafungin in der Klinik. Weitere Einschrankung kénnte die fertige Zubereitung von
Anidulafungin darstellen, da zur Lésungsvermittlung des Wirkstoffes 24 Vol % Ethanol enthalten
sind. Dies entspricht 6 g Ethanol in der Erhaltungsdosis von 100 mg bzw.12 g Ethanol in der
Initialdosis von 200 mg. Deshalb sollte der Ethanolgehalt in der Nutzen-Risiko-Bewertung vor
allem bei alkoholabhangigen Patienten, Schwangeren, sowie Patienten mit Leberschaden oder
Epilepsie berlcksichtigt werden [287]. Bislang waren keine nennenswerten Nebenwirkungen
durch den Alkohol festzustellen. Allerdings gibt es kaum Berichte, die diesen Aspekt in
Zusammenhang mit Anidulafungin beleuchten. Entscheidend ist sicher, dass das Medikament
sehr langsam infundiert wird und es somit zu keinen relevanten Alkohol-spiegeln kommen sollte.
In Zukunft soll von der Herstellerfirma (Pfizer) eine ethanolfreie Formulierung eingefuhrt werden
[288].

Im Unterschied zu Anidulafungin wird Caspofungin in geringem Umfang Uber das CYP-System
hepatisch metabolisiert. Dabei wird Caspofungin in der Leber durch Peptid-Hydrolyse und N-
Acetylierung hauptséachlich in inaktive Metabolite verstoffwechselt und zerfallt auch spontan in
inaktive Produkte, welche protrahiert Uber einige Tage mit der Galle ausgeschieden werden [289,
290]. In der Literatur werden keine mit dem Wirkmechanimus assoziierten Toxizitaten
beschrieben. Aufgrund der nicht-linearen Pharmakokinetik mit einer zunehmenden Akkumu-
lation bei Dosissteigerung, kénnen jedoch hepatische Beeinflussungen nicht ausgeschlossen
werden. Aufgrund der nicht vorhersehbaren Wirkspiegel und trotz der geringen Toxizitat von
Echinocandinen, ist eine detaillierte Uberwachung der Leberparameter und des Echinocandin-
spiegels vor allem bei héheren Dosierungen zur sicheren Therapie von invasiven Pilzinfektionen

sinnvoll.

Zur Prufung der Zytotoxizitat wird von der ISO Norm 10993-5 die Verwendung von folgenden
Zelllinien empfohlen: z.B. CCL 1 - NCTC clone 929 (Fibroblasten aus der Maus), CCL 171 - MRC-
5 (Fibroblasten aus einer menschlichen Lunge), CCL 10 — BHK-21[C13] (Fibroblasten aus der
Niere eines Syrischen Goldhamsters) und V79-379A (Fibroblasten aus der Lunge eines
Chinesischen Zwerghamsters) [79]. Jedoch sind die meisten Zelllinien hauptsachlich tierischen
Ursprungs. Die einzige Zelllinie humanen Ursprungs entstammt der Lunge. Das Zielorgan flr die

in dieser Arbeit zu untersuchenden Antimykotika war die Leber, die bei der Metabolisierung der

89



5 DISKUSSION

Wirkstoffe von groRer Bedeutung ist. Daher wurde zur Uberpriifung der Hepatotoxizitat anstelle
der empfohlenen Zelllinien die humane Tumorleberzelllinie HepG2/C3A von der ATCC® CRL-
10741™ verwendet. HepG2/C3A ist eine immortalisierte Hepatozytenzelllinie humanen
Ursprungs mit epithelartiger Zellmorphologie [291]. Die Zelllinie besitzt noch viele Funktionen,
z.B. Sezernierung von wichtigen Plasmaproteinen, die fir humane Hepatozyten typisch sind
[292]. Aulierdem besitzen HepG2/C3A-Zellen die Fahigkeit Glykogen zu bilden, wenn gentigend
Glucose im Kulturmedium vorhanden ist, sowie die Produktion von Kollagen I, Ill und IV [293]. In
der Wachstumsphase vor dem Konfluieren verhalten sich die HepG2/ C3AZellen dhnlich dem
sich regenerierendem Lebergewebe. Sie kdnnen ,unbegrenzt” kultiviert werden und wachsen auf
Substratoberflachen adharent und epitheldhnlich als Monolayer-Kultur. Sie besitzen einen
stabilen Phanotyp in Kultur und sind deshalb leicht zu standardisieren [93]. Die Zelllinie weist
nicht das vollstdndige Spektrum fremdstoffmetaboli-sierender Enzyme der urspringlichen
Leberzellen auf [294]. Die Zelllinie besitzt unter Standardbedingung etwa 10-20 % der gesamten
CYP-Aktivitat im Vergleich zu priméar isolierten Hepatozyten. Phase I-Enzyme (CYP1A, 2B, 2C,
3A) und Phase lI-Enzyme (z.B. Sulfotrans-ferase) konnten in geringer Aktivitdt nachgewiesen
werden [295, 296]. Jedoch koénnen gezielt bestimmte Isoenzyme durch Substanzen wie
Methylcholanthren, Dexamethason, Rifampicin induziert werden, wodurch die Enzymaktivitat
deutlich erhdht werden kann [296-299]. Aufgrund guter Charakterisierung biochemischer und
metabolischer Eigenschaften von primaren Hepatozyten kénnen Bedingungen abgeleitet werden,
die eine in vitro generierte Hepatozyten-ahnliche Zelle fiir unterschiedliche Fragestellungen
erfillen missen [91, 300]. Unter Bericksichtigung der beschrankten Enzymaktivitat und
Induktionsfahigkeit stellen HepG2/ C3A-Zellen in pharmako-logischen und/oder toxikologischen
Studien eine etablierte und oft genutzte Zelllinie dar [167, 170]. So zeigten sich HepG2/C3A als
nutzbare Indikatoren z.B. bei Unter-suchungen zur Aufnahme und Verteilung Cadmiun in
Leberzellen [170]. Weitere Anwendung fand die Zelllinie im bioartifiziellen hybriden Leberunter-
stitzungssystem. ELAD (Extracorporeal Liver Assist Devices) ist ein extrakorporales biologisches
Kreislauf-System zur temporédren Unterstiitzung oder auch Ubernahme der kompletten
Leberfunktionen unter Verwendung der Zelllinie HepG2/C3A [301, 302]. Es wurde beobachtet,
dass das System Toxine verarbeitet und Proteine sowie Metaboliten synthetisiert [303].

In einer umfangreichen Studie (The Multicenter Evaluation of In Vitro Cytotoxicity — MEIC) zeigten
in vitro Zytotoxizitatstests zwar eine Spezifitdt zur Vorhersage arzneimittel-induzierter
Lebertoxizitat von mehr als 90 % auf, jedoch lag die Sensitivitdt meist bei < 10 % [304]. Dabei lag
die Sensitivitat der regulatorischen Tierstudien ebenso nur bei 52 %. Zudem wurde in einer
retrospektiven Studie, in der bei 150 Priufsubstanzen Tierversuchsdaten mit klinischen Daten
verglichen wurden, gezeigt, dass die Tierversuche nur in etwa 43 % der Falle die humane
Toxizitat richtig voraussagen konnten [305]. Durch die Kombination verschiedener Zytoto-

xizitdtsparameter in vitro konnte die Spezifitdt und die Sensitivitdt auf mehr als 90 % gesteigert
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werden [306, 307]. Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, schreiben die Normen keine bestimmten Tests
fur die Zytotoxizitatsprifung vor, stattdessen werden eine Reihe von Messparametern (z.B.
Zellschadigung (Laktat-Dehydrogenase (LDH), Apoptose), metabolische Aktivitat (CYP-Aktivitat),
Zellfunktionen  (Mikroalbumin-bestimmung)) sowie allgemeine Viabilitatstests  (z.B.
Tetrazoliumbasierte MTT- und XTT-Assay, Neutralrot-Test) empfohlen. Insgesamt gibt es eine
grolte Anzahl von Testmethoden durch die verschiedene Ergebnisse fir die gleiche Substanz
resultieren kénnen, da haufig nur wenige der oben genannten Parameter hinzugezogen werden.
Dies verlangt in Zukunft nach standardisierten Testmethoden mit dem Ziel der
Reproduzierbarkeit.

Im Rahmen der Promotion wurde ein breites Spektrum an unterschiedlichen Parametern zur
Bestimmung der Hepatotoxizitat in vitro verwendet. Es wurden Bestimmungen der Zellzahl mittels
Trypanblaufarbung, der Funktionalitdt (Bestimmung von Mikroalbumin, CYP-Aktivitat,
mitochondriale Dehydrogenasen-Aktivitat), sowie der Zytoplasmamembranintegritat (Freiset-ung
von LDH) der Zellen durchgeflhrt. Zur Beurteilung von morphologischen Veranderungen wurden
REM- und TEM-Aufnahmen erstellt, sowie die Live/Dead-Farbung zur Unterscheidung von vitalen
und avitalen Zellen und kinetische Verlaufs-Aufzeichnung mittels Live Cell Imager. Dabei lag der

Fokus auf der Detektion einer akuten Toxizitat.

Veranderungen in der Membranpermeabilitat zahlen zu den wichtigsten Schaden nach Inkubation
mit hepatotoxischen Substanzen. Als klassischer Routinetest in der Zellkultur sowie im Rahmen
von toxikologischen Untersuchungen hat sich der Trypanblau-Ausschlusstest bewahrt [166]. Die
indirekte Methode der Vitalitatsbestimmung setzt voraus, dass avitale Zellen die Integritat der
Zellmembran sowie das Plasmamembranenpotenzial verlieren. Jedoch kénnen die Ergebnisse
verfalscht werden, wenn apoptotische Zellen aufgrund veranderter Membran als vital erkannt
werden [165]. Vollstdndig degenerierte Zellen kénnen durch den Trypanblau-Test nicht erfasst
werden, da der Farbstoff nicht in den Zellen bleibt. Andererseits kann Trypanblau als toxischer
Farbstoff vorgeschadigte Zellen abtéten und somit ebenfalls das Ergebnis verandern. Zu weiteren
Verfalschungen kénnen Wechselwirkungen mit Proteinen flihren [308-310]. Der Trypanblau-
Ausschlusstest wurde verwendet, weil mit ihm auch eine Zellzahlung mdglich war. Allerdings
mussten die Zellen ausgezahlt werden und konnten nicht photometrisch vermessen werden. Um
die Toxizitat vollstandig zu definieren, war es im Rahmen dieser Arbeit notwendig auch die Anzahl

lebender Zellen zu bestimmen.

Die Bestimmung der mitochondrialen Stoffwechselaktivitat lebender Zellen wurde mittels XTT

durchgefuhrt. Die ISO Norm 10993-5 empfiehlt die Verwendung eines Tetrazoliumbasierten

Zytotoxizitatsassay wie MTT oder XTT fir die quantitative Ermittlung der Zytotoxizitat [79, 200].

Weiterhin eignet sich XTT flir das Screening von anti-HIV-Drogen [311], flr die Bestimmung der

Zellschadigung bei Pilzen z.B. durch Antimykotika [312], fur die Quantifizierung von TNF-a im

Bioassay [313] und findet Anwendung im Bereich der Immunologie, Krebsforschung oder bei
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Biokompatibilitatsuntersuchungen [314-316]. Der XTT-Test misst den Einfluss von Fremd-stoffen
auf die intramitochondriale Dehydrogenase-Aktivitat. In lebenden Zellen wird durch die aktiven
intramitochondrialen Dehydrogenasen das Tetrazolium-Salz XTT in ein oranges l6sliches
Formazan umgewandelt. Lést eine applizierte Substanz eine zytotoxische Reaktion in den Zellen
aus, ist dies mit einem proportionalen Abfall der Enzymaktivitat verbunden. Vollstandig inhibierte
intramitochondriale Dehydrogenasen kdonnen kein Formazan aus XTT bilden. Vorteile des XTT-
Testes sind Genauigkeit und Reproduzierbarkeit [197, 317, 318]. Zu bedenken ist jedoch, dass
auch das Substrat XTT gewisse toxische Eigenschaften hat. In einer Studie konnte
nachgewiesen, dass XTT morphologische Veranderungen an den HaCaT-Zellen verursachte
[319].

Die Messung der Lactatedehydrogenase (LDH) gilt als ein etablierter Endpunkt in toxikolo-
gischen Untersuchungen [320, 321]. Zudem wird LDH als diagnostischer Parameter bei hama-
tologischen Erkrankungen, bei Muskelerkrankungen und bei Leber- und Gallenwegser-
krankungen verwendet [322]. LDH ist ein ubiquitdr vorkommendes intrazytoplasmatisches
Enzym, welches eine Schlusselstellung im anaeroben Stoffwechsel der Zelle einnimmt. Bei
intakten Zellen ist LDH streng intrazellular [323]. Eine verstarkte Freisetzung von LDH aus den
Mitochondrien in das Zellkulturmedium ist ein unspezifischer Hinweis fiir Zellschadigung und -
untergang. Je hoher der Grad der Zellschadigung ist, desto groRer ist die Menge an freigesetztem
LDH im Uberstand (Medium/Plasma). Das lasst darauf schlieRen, dass
Zellmembranschadigungen durch Permeabilitatsstérungen bzw. Zelllyse mit zugrunde liegendem
Zelltod bei Spatapoptose oder Nekrose vorliegen [324] Ruckschlisse auf die Art des
Zelluntergangs kdnnen jedoch nicht definiert werden, da die Gesamtmenge von LDH gemessen
wurden. Der Normalwert fir die LDH-Aktivitat liegt bei 120 bis 240 U/l im Blutserum (nach der
optimierten Standardmethode der DGCK). Dieser resultiert aus der taglichen Zellmauserung. Die
Zelle ist zur physiologischen Regenration befahigt, da Leberzellprolifertation und
Leberzelluntergang im Gleichgewicht sind. Diese Homdostase wird auch als ,physiologische
Apoptose” bezeichnet [325]. Die Bestimmung der LDH-Aktivitat erfolgte an zwei unterschied-
lichen Zeitpunkten (Tag 3, Tag 6). Die Werte von Tag 3 dienten zur Vorlberprifung, um bei sehr
hohen LDH-Werten gegebenfalls den Testablauf anzupassen, sowie erste Hinweise auf das

hepatotoxische Potenzial zu erhalten

Der Nachweis der Syntheseleistung des leberspezifischen Parameters Albumin kann als
etablierte Methode zur Beurteilung und Uberwachung von Zellkulturen in Metabolismus- und
Toxikologiestudien verwendet werden [216]. Die Albuminsynthese findet ausschliellich in der
Leber und dort in den Hepatozyten statt. Diese wird von Insulin und Glucokortikoiden sowie
anderen Hormonen beeinflusst. Die tagliche Syntheserate eines Erwachsenen betragt 150 bis
250 mg/kg Korpergewicht, dafur werden etwa 12 bis 20 % der Proteinsynthesekapazitat der Leber
bendtigt [326]. Deshalb gilt die Albuminsynthese als wichtiger Parameter fir die Leber-funktion.
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Insbesondere die Sekretion von Albumin ist ein Zeichen flr einen stoffwechselaktiven Zustand

der Hepatozyten [327].

Die Ermittlung der fremdstoffmetabolischen Aktivitditen der antimykotika-behandelten HepG2/
C3A-Zellen erfolgte Uber die quantitative Erfassung des Umsatzes von Modellsubstanzen. Zur
Bestimmung der Enzymaktivitdt von CYP1A2 wurde der Ethoxyresorufin-O-Deetylase-Assay
(EROD-Assay) verwendet [163, 186]. Bei dem kinetischen Verfahren wird das kinstliche Substrat
7-Ethoxyresorufin, hohe Spezifitat fir CYP1A2, durch das Enzym 7-Ethoxyresorufin-O-Deetylase
in das messbare fluoreszierende Endprodukt Resorufin deethyliert [328, 329]. Im Rahmen
zytotoxikologischer Untersuchungen und Studien wurde die EROD-Aktivitat fir polychlorierte
Biphenyle (PCB) in primaren Rattenhepatozyten beschrieben [330]. Zudem wurde eine
dampfende Wirkung des Schwermetalls Cadmium auf die EROD-Aktivitat durch Feldbeo-
bachtungen in vivo an Flundern bestatigt [331].

Die Prasenz von CYP1A2 scheint beim Menschen ausschliellich auf die Leber beschrankt zu
sein. Etwa 18 % des gesamten Cytochromgehaltes wird durch CYP1A2 dargestellt [332, 333].
HepG2-Zellen weisen insgesamt eine geringe CYP-Aktivitdt bei Fremdstoff-Biotransformation
auf. Doostar et. al zeigte, dass der Umsatz von 7-Ethoxyresorufin durch unbehandelte
Hepatozyten mit modifiziertem Earl's Medium 72 h anndhernd konstant niedrig verlauft [334]. Eine
Aktivitatssteigerung von fast 700 % Uber 72 h im Vergleich zum Ausgangswert wurde durch
Induktion mit 3-Methylcholanthren (3-MCH) fir humane Hepatozyten gezeigt [291] und aufgrund
dessen bei unseren Untersuchungen duchgefuhrt. Polyzyklische aromatische Kohlen-
wasserstoffe, wie 3-MCH, induzieren vor allem CYP lIsoenzyme der Familie I. Die Enzym-
induktion geht ohne Hypertrophie des endoplasmatischen Retikulums vonstatten. 3-MCH,
moglicherweise auch ein Metabolit, bindet in der Zelle an einen zytosolischen Rezeptor. Dieser
wiederum wird in den Zellkern geschleust und fuhrt dort zu einer Derepression der CYP |-Gene
und damit zu einer verstarkten Bildung der entsprechenden mRNA. Daran schlief3t sich eine
erhdhte Synthese der Enzyme an [184, 335]. In der Zellkultur sind die CYP-Aktivitaten abhangig
von der Zusammensetzung des Mediums, sowie durch Zusatze von Serum, Hormonen und
Wachstumsfaktoren [334, 336, 337]. Nyberg et al. fanden heraus, dass die verwendete FKS-
Konzentration Einfluss auf die CYP-Aktivitdten in HepG2-Zellen hat [338]. Niedrig konzentriertes
Serum kann die CYP-Aktivitat in HepG2-Zellen stark verringern [334]. Wobei die Aktivitat der 7-
Ethoxyresorufin-Odeethylase innerhalb von 72 h anstieg. Deshalb wurden die Testzellen flir den
Ethoxyresorufin-Ansatz mit 15 % FKS kultiviert. Neben der Induktion mit gesteigerten Aktivitaten
kann jedoch auch eine Hemmung des CYP z.B. durch verschiedene Xenobiotika beobachtet
werden. Dafir kédnnen unterschiedliche Mechanismen verantwortlich sein, z.B. die Herstellung
veranderter CYP mit geringerer Aktivitat, die Hemmung der Enzymsynthese oder auch der

kompetitiven oder irreversiblen Hemmung der CYP selbst [339].
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Zum Ansetzen der Arbeitslésungen wie 3-MCH, Ethoxyresorufin, Resorufin wurde Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) in einer Konzentration von weniger als 0,5 % als Losungsmittel eingesetzt. Diese
fuhrten bei den Hepatozyten nicht zu toxischen oder proliferations-hemmende Erscheinungen.
Stattdessen stabilisiert DMSO in Hepatozyten sowohl die CYP-Aktivitat als auch die Aktivitaten
der Phase-lI-Reaktionen [340, 341]. Weiterhin beeinflusst das verwendete Lésungsmittel die
Umsatzrate z.B. von 7-Ethoxyresorufin. Laut Untersuchungen von Muehlen-feld et al. wurde die
héchste Aktivitat in dem DMSO geléstem 7-Ethoxyresorufin bestimmt. Andere Lésungsmittel wie
Methanol, Aceton oder Ethanol bewirkten eine Verringerung des Umsatzes [291].

Zusatzlich zu den leberspezifischen Standardparameter CYP1A2 wurde die CYP3A4-Aktivitat
bestimmt, weil die CYP3-Familie fir den Fremdstoffmetabolismus ebenfalls von grofRer
Bedeutung ist. Im Unterschied zum leberspezifischen Isoenzym CYP1A2 ist CYP3A4 nicht nur in
den Hepatozyten, sondern auch in den Enterozyten des Dinndarms exprimiert. CYP3A4 ist mit
70 % der dort befindlichen CYP-Enzyme maligeblich an den enteralen First-Pass-Metabolismus
von Arzneistoffen beteiligt. CYP3A4 metabolisiert Gber die Halfte aller therapeutisch eingesetzten
Arzneistoffe z.B. Verapamil, Midazolam, Dexamethason [342]. Die CYP3A4-Aktivitat wurde in
einem 3D-Leberzellbioreaktor unter Verwendung von HepaRG-Zellen als spezifische Aspekte der
Biotransformation untersucht. Dieses Modell zeigt gute Anwendung flr toxikodynamische
Untersuchungen sowie in toxikologischen Studien [343]. CYP3A4 ist die dominierende Isoform
innerhalb der Leber mit einem durchschnittlichen Anteil von 30 % der gesamten CYP-Protein-
Konzentration. Es besitzt ein breites Substratspekirum, da sowohl relativ kleine Substanzen wie
PCM mit einem Molekulargewicht von 151 g/mol, als auch grol’e wie Ciclosporin mit einem
Molekulargewicht von 1203 g/mol verstoffwechselt werden. Im Gegensatz zu anderen CYP-
Enzymen, wie CYP2D6 wird CYP3A4 als ein Isoenzym mit hoher Kapazitat und niedriger Affinitat
bezeichnet, so dass CYP3A4 hauptsachlich Arzneistoffe in hoher Konzentration verstoffwechselt.
CYP3A4 debenzyliert bevorzugt das Substrat 7-Benzyloxy-4-trifluormethyl-cumarin (BFC) zu 7-
Hydroxy-4-trifluormethylcumarin (HFC), aufgrund dessen wurden die Analysen mit dem Cumarin-
Derivat durchgefuhrt. Wird dieses Isoenzym inhibiert, GUbernehmen Isoenzyme mit niedriger
Kapazitat und hoher Affinitat (z. B. CYP2D6) die Aufgabe des Fremdstoffmetabolismus. Aufgrund
der geringen Kapazitat der Isoenzyme, steigt die Blutkonzentration und es kann zu toxischen
Nebenwirkungen kommen.

Der konkrete Vergleich der Ergebnisse, insbesondere auch mit Aussagen aus der Literatur wird
z.B. durch die unterschiedliche Wahl von Kulturmedium und Kulturformen erschwert. Die
methodischen Modifikationen sind sehr vielfaltig. Grundsatzlich sollten die Einzelenzyme
charakterisiert und verglichen werden, die die gleiche oder zumindest dhnliche Substrat-spezifitat
besitzen. Ferner sollten zwischen Basisaktivitat, bedingt durch das Vorhandensein konstitutiver
Enzyme, sowie der durch Induktion hervorgerufener enzymatischer Aktivitat differenziert werden
[291].
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Morphologische Veranderungen an der Zelle spielen eine grof3e Rolle bei zytotoxikologischen
Untersuchungen [319]. In dem hier vorgestellten Zytotoxizitatstest erfolgte keine statistische
Auswertung der durchgefuhrten Live/Dead-Farbungen, REM-, TEM- und Live Cell Imager-
Aufnahmen, die Tests dienten in dieser Arbeit unter dem Verwendungszweck der Bilddoku-
mentation und qualitativen Beschreibung.

Beim Live/Dead-Assay lasst sich die toxische Wirkung aus dem Verhaltnis vitaler und avitaler
Hepatozyten semiquantitativ ermitteln. Im Fall toxischer Beeinflussung fungiert die Zellmembran
nicht mehr langer als selektive Barriere zwischen Zelle und Umgebung. Daher bietet der
Nachweis einer intakten bzw. geschadigten Zellmembran eine schnelle und praktische Methode
zur Bestimmung der Lebensfahigkeit von Zellen [344]. Die Vitalfarbung ist eine gute Methode, um
das Verhaltnis zwischen lebenden und toten Zellen innerhalb kirzester Zeit visuell zu bestimmen.
Dieses System ist bereits erfolgreich zur Bestimmung der Vitalitdt von Bakterien im
Gastrointestinaltrakt eingesetzt worden [94]. Aufgrund der limitierten Fluoreszenz der
verwendeten Farbstoffe ist die Anzahl der zu detektierenden Wells begrenzt. Ein hoher
Probendurchsatz ist mit der Analyse nicht mdglich.

Die Analyse von Zellen mithilfe von Mikroskopie ist zum Verstandnis von Struktur und Funktion
unerldsslich. Die unterschiedlichsten elektronenmikroskopischen Methoden gehoren mittler-weile
neben den klassischen lichtmikroskopischen Untersuchungen zu den bildgebenden
Routineverfahren. Der wesentliche Vorteil gegenlber der Lichtmikroskopie besteht vor allem in
der Steigerung des Auflésungsvermdgens (héheren Vergrolierungen, héherer Auflésung, viel
grolerer Tiefenscharfe). Experimentelle induzierte oder pathologische Veranderungen lassen
sich beim bloRen Betrachten von REM-Bildern oftmals kaum quantitativ erfassen [345]. Durch die
Erzeugung von Schnittbildern bei TEM-Aufnahmen kommt es zum Verlust der rdumlichen
Informationen. Die aufwendige Probenpraparation, welche zur Veranderung bzw. Zerstérung der
Probe sowie zur Artefaktbildung auf der Probenoberflache fiihren kann, ist von Nachteil. Dadurch
kénnen Strukturen entstehen, die nur durch die Vorbereitung entstanden sind und nichts mit dem
eigentlichen Objekt zu tun haben. Die Auswertung der Bilder kann demzufolge erschwert sein
und stellt einen zeitraubenden und somit limitierenden Faktor in Forschungs-arbeiten dar. Zur
visuellen Darstellungen waren die Aufnahmen sehr hilfreich. Sie missen aber nicht immer
Bestandteil der Analyse der Toxizitat sein.

Durch die Live Cell Imager Aufnahmen konnte der zeitliche Verlauf von den toxischen
Beeinflussungen von den Antimykotikazubereitungen wahrend der Inkubation im Brutschrank
beobachtet werden. Es konnten unterschiedlich starke Auswirkungen der verschiedenen
Antimykotikazubereitungen auf die Zellen gezeigt werden. Allerdings konnte aufgrund der
individuellen Lokalisation der 24-Well-Platte auf dem Live Cell Imager keine einheitliche
Betrachtung durchgefihrt werden, so dass unterschiedliche Bereiche im Well zur Analyse

herangezogen wurden. Aufgrund der Limitation der Aufnahme von einem Well konnte der Fokus
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pro Versuchsreihe nur auf eine Konzentration gelegt werden, so dass viele Zeitanalysen
durchgefuhrt werden mussten, um eine hepatotoxische Beurteilung Uber die Zeit zu definieren.
Insgesamt waren die Aufnahmen hilfreich zur Definition vom Zeitpunkt der Schadigung sowie des

Ausmaldes; zur quantitativen Auswertung kénnen die Ergebnisse jedoch nicht verwendet werden.

Zur Erweiterung der Parameter des Hepatotoxizitdts-Assays wurden Bestimmungen zur
Apoptose etabliert. Humane Leberzellen reagieren sehr sensibel auf proinflammatorische und
toxische Reize. Aufgrund dessen kénnen durch Apoptose-Assays zuverlassige Aussagen
bezlglich exogener, aber auch endogener Toxizitat gemacht werden [346, 347]. Denn
Wirkungen, die Uber einen physiologischen Schwankungsbereich hinausgehen, fiihren zum Tod
der Zellen. Diese kénnen nekrotisch oder apoptotisch sein. Die Apoptose spielt bei der
Entstehung verschiedener hepatologischer Krankheitsbilder eine wesentliche Rolle. Eine Studie
induzierte die Apoptose in einem Mausmodell, was zu einem fulminanten Leberversagen bei den
betroffenen Tieren flihrte [348]. Allerdings sind viele Mechanismen, die zur von Apoptose durch
zytotoxische Substanzen flihren, gréfienteil unbekannt und abhangig von der jeweiligen Substanz
und ihren Eigenschaften. Es gibt viele unterschiedliche Methoden um den Zelltod zu bestimmen.
Ziel war es, eine moglichst sensitive und spezifische sowie einfach und schnell durchzufuhrende
Nachweismethode fir apoptotische Zellen zu ermitteln. Zwei typische Merkmale sind DNA-
Fragmentierung in den Zellen und die Expression des CD95-Rezeptors.

CD95 wird in unstimulierten Hepatozyten in der Plasmamembran nur in geringen Mengen
exprimiert, wohingegen der groRte Teil im Zytosol, besonders im Golgi-Komplex und im Trans-
Golgi-Netzwerk exprimiert wird [209, 349, 350]. Fir verschiedene z.B. zytotoxische Substanzen
wurde gezeigt, dass sie die CD95-Rezeptor-Expression erhdhen und somit die Empfindlichkeit
der Zellen in Bezug auf die CD95-vermittelte Apoptose steigern [351, 352]. Die Hochregulierung
des CD95-Rezeptor-Ligand-Systems in den Hepatozyten ist aus Versuchen zur Apoptose-
induktion mit Chemotherapeutika bekannt [353]. Proapoptotische Stimuli, wie CD95-Ligand [209]
und hydrophobe Gallensalze, z.B. Taurolithocholat, kbnnen zu einer Aktivierung der CD95-
abhangigen Apoptose flihren [349, 354].

Spate Apoptosestadien werden durch biochemische Veranderungen in der Kernstruktur
charakterisiert, wie die Aufspaltung der DNA in Oligonukleosomeneinheiten, die durch die
TUNEL-Methode durchflusszytometrisch nachgewiesen wurden. Der in der vorliegenden Arbeit
angewandte Apo-Direct Apoptosis Detection Kit von BD erwies sich als einfach in der
Anwendung. Mit der Methode konnte nachgewiesen werden, dass apoptotische Mechanismen
bei antimykotika-inkubierten HepG2/C3A-Zellen eine Rolle spielen. Das Problem der Methode
besteht jedoch darin, dass sie nicht spezifisch flr apoptotische DNA-Fragmente sind. Das Enzym
Terminale Transferase im TUNEL-Assay bindet Nukleotide an alle 3'‘OH-Enden von DNA-
Fragmenten, dementsprechend auch durch Nekrose entstandene. Neben der morpho-logischen

Betrachtung im Elektronenmikroskop, ist die Elektrophorese von DNA und Quanti-fizierung der
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DNA-,Strickleiter* spezifisch flir Apoptose [355]. Jedoch werden nur Fragmente zwischen 180
und 1500 bp quantifiziert und nicht in den Zellen nachgewiesen. Generell liegt die Apoptoserate
in gesunden Geweben nur bei 5 %.

In der Literatur wird die Korrelation der quantitativen Expression von Apoptoserezeptoren mit
Apoptose-Sensitivitat unterschiedlich diskutiert und dargestellt [356]. Eine erhdhte Apoptose-
sensivitat korreliert mit einer vermehrten Expression von Todesrezeptoren durch proinflamma-
torische Zytokinen. Im Gegensatz dazu scheint eine hohe Expression von Apoptose-rezeptoren
in Tumorzelllinien keine Voraussetzung fir eine intakte Funktion von Apoptose-signalwegen zu
sein. Jedoch konnten in manchen Zelllinie gezeigt werden, dass eine Resistenz fiir rezeptor-
abhangige Apoptose trotz hoher Expression von Todesrezeptoren bestehen kann. Im Unter-
schied dazu konnte aber auch gezeigt werden, dass es trotz verminderter Expression von
Apoptoserezeptoren durch bestimmte Medikamente zur Apoptose kommt [357].

Wir konnten die Apoptose-Parameter etablieren. Anhand der dargestellten Ergebnisse von PCM
kann man erkennen, dass PCM in hohen Dosen in Konformitat mir der Literatur Schaden sowohl
auf Zell- als auch auf DNA-Ebene der HepG2/C3A hervorrufen [358]. Dabei wird die durch PCM
induzierte Apoptose als zeitlich vor der Nekrose liegend eingestuft, wahrend die DNA-
Fragmentierung erst bei hohen PCM-Konzentrationen, bei denen bereits deutlich Verminderung

der Zellviabilitat bestimmt wurde, auftraten [359].

Um die Ergebnisse dieser Arbeit einordnen zu kénnen, ist es wichtig, auch die Grenzen ihrer
Aussagekraft aufzuzeigen. Eine wichtige Einschrankung der Ergebnisse der Hepatotoxizitats-
testung dieser Promotion war es, dass wichtige Aspekte wie die Resorption und Metaboli-sierung
der Medikamente im menschlichen Koérper nicht beachtet werden konnten. Mithilfe von
Pharmakokinetik-Studien der verschiedenen Antimykotika haben wir die maximale Plasma-
konzentrationen (Cmax), die im menschlichen Koérper bei regularer Gabe erreicht werden, durch
Literaturrecherchen ermittelt und die entsprechende Konzentrationen der Arzneimittel zu den
Hepatozyten in Zellkultur in Medium und Plasma gegeben. Letztlich wurde dadurch die
Pharmakokinetik nur der Muttersubstanz simuliert und Metabolite und ihre Wirkungen nicht
untersucht. Zusatzlich wurden die 5-fache und 10-fache Konzentration getestet. Weitere
Testungen zu geringeren oder héheren Konzentrationen hatten den Rahmen der Promotion
Uberschritten, waren aber sinnvoll, um das hepatotoxische Potenzial noch mehr zu erfassen.
Zudem haben wir uns fur Gesundkontrollen entschieden, die ohne Medikamente untersucht
wurden. So wurde gewahrleistet, dass das hepatotoxisches Potenzial von den Werten ohne
Medikament nur auf die Antimykotika zuriickzufiihren ist. Patienten, die aufgrund einer invasiven
Pilzinfektion Antimykotika einnehmen mussen, haben meist schwere Grunder-krankungen,
aufgrund derer die Patienten viele verschiedene Medikamente bekommen. Deshalb kann klinisch
der hepatotoxische Effekt der Antimykotika nicht eindeutig nur auf das jeweilige Medikament

zurtickgefiihrt werden. Inwieweit die in dieser Arbeit getestete hepato-toxische Wirkung der
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Antimykotika-Zubereitungen auf die HepG2/C3A-Zellen klinisch relevant ist, sollte in weiteren
Studien mit anderen Zelltypen (z.B. primar isolierten Hepatozyten, HelLa, HuH7-Zellen) sowie
anderen Testsystemen (z.B. Mikrochip-Technologie, 3D-Modelle) Uberpruft werden. Zusatzlich
kénnten andere Parameter das Spektrum des Hepatotoxizitdtsassays erweitern. Neben den
bereits getesteten CYP-Isoenzymen CYP1A2 und CYP3A4 sind weitere Isoenzyme wie CYP2D6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19 mit einem erheblichen Anteil an der Biotransformation von
wichtigen Arzneistoffen beteiligt. Obwohl CYP2D6 mit etwa 2 % nur einen relativ kleinen Anteil
an der Gesamt-CYP450 Menge in der Leber hat, ist es doch fiur den Arzneistoff-
Fremdstoffmetabolisierung von Bedeutung [360]. Einerseits metabolisiert CYP2D6, trotz seiner
geringen Mengen im Vergleich zu CYP3A4 in der humanen Leber, etwa 30 % der derzeit auf dem
Markt verfigbaren Arzneimittel und andererseits gibt es verschiedene CYP2D6 Polymorphismen
[361].

Zur Testung der Antimykotika wurden die handelstblichen Medikamentenzubereitungen
verwendet. Aufgrund dessen konnten wir nur begrenzt den Effekt der Antimykotika auf die
Hepatozyten hinsichtlich des hepatotoxischen Potenzials testen. Man sollte jedoch in nach-
folgenden Untersuchungen zur eindeutigen Klarung auch die beigemischten Hilfs- und
Zusatzstoffe, wie z.B. die Lipidformulierung von Amphotericerin B, ohne den Wirkstoff
analysieren. Reinstoffprodukte erzielen bei Untersuchungen die Uberzeugendsten Ergebnisse,
da das Resultat nicht durch Zusatzstoffe beeintrachtigt werden kann. Allerdings sind die
Reinsubstanzen, wie z.B. die Lipidformulierungen entweder nicht erhaltlich oder ihre genaue
patentgemalie Zusammensetzung nicht bekannt und kénnen somit nicht imitiert werden. Obwohl
man nur solche Stoffe als Hilfsstoffe verwendet, deren Sicherheit und gute Vertrag-lichkeit
bekannt oder sorgfaltig geprift ist, kdnnen scheinbar "inerte" Hilfsstoffe durchaus eine eigene
Wirkung entfalten [362]. Die Hilfsstoffe der Antimykotika sind insgesamt als nicht toxisch bekannt.
Jedoch gibt es Zusatzstoffe, die die Anwendung der Antimykotika-Zubereitungen einschranken
kénnen. Wie bereits weiter oben diskutiert, enthalt die fertige Anidulafungin-Infusion 24 Vol %

Ethanol zur Losungsvermittiung des Wirkstoffes, sowie Voriconazol Cyclodextrin (SBECD).

Trotz der Nachteile von primaren humanen Hepatozyten besteht weiterhin ein starkes Interesse
an der Verwendung flr toxikologische Fragestellungen. Der Einsatz von Zellkulturen humanen
primarer Hepatozyten erlaubt die Untersuchung von Substanzen mit einem Stoffwechselprofil,
das mehr der Situation in vivo entspricht [363, 364]. Im Rahmen der Dienstleistungsanalyse der
Firma Primacyt wurde eine geringe Anzahl an Validierungs-versuchen durchgefuhrt, aufgrund
dessen konnte nur ein orientierender Uberblick lber die verschiedenen Antimykotika bzw.
Signale fir die mdglichen hepatotoxischen Effekte geben werden. Eine héhere Anzahl an Tests
ware notwendig, bei allerdings nur sehr begrenzt zur Verfligung stehendem humanen
Lebermaterial. Der entscheidende Nachteil von primaren Hepatozyten ist die zunehmende
Dedifferenzierung mit anhaltender Kultivierungsdauer und der Verlust der organspezifischen
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Eigenschaften. Dieses aulert sich morphologisch in einem ,Abflachen” der sonst kubischen
Zellen und dem Ausbilden von Zell-Zell-Kontakt. Die einge-schrankte Lebensfahigkeit und -dauer
korreliert mit dem Verlust der metabolischen Aktivitat. Unter klassischen Kultur-bedingungen sinkt
die Enzymaktivitat der frisch isolierten Hepatozyten im Monolayer innerhalb der ersten drei Tage
auf 25-60 % der Ausgangswerte und flhrt zu einem veranderten Reaktionsprofil der Hepatozyten
[365, 366]. Bedingt der limitierten Verfligbarkeit der humanen Hepatozyten durch den Mangel an
geeigneten Spenderorganen werden fir Routineunter-suchungen haufig Nagetierzellen
verwendet. Im Gegensatz zum menschlichen Gewebe kann Tiergewebe weitgehend
standardisiert werden. Allerdings ist beim Arbeiten mit tierischen Hepatozytenkulturen die Wahl
der verwendeten Tierspezies von grofler Bedeutung. Es liegen viele Daten Uber den
Fremdstoffmetabolismus von Rattenhepatozyten vor. Trotz ihrer kontinuierlichen Verfligbarkeit
und der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse besteht dabei das Risiko falsch-positiver oder falsch-
negativer Ergebnisse. Denn Hepatozyten anderer Spezies eignen sich nicht immer zur Analyse
des Metabolitensprektrums, da sich die Expressionen fremdstoffmetabolisierender Enzyme
zwischen den Spezies unterscheiden kénnen [367]. Gutes Beispiel ist der haufig eingesetzte
Protonenpumpeninhibitor Pantoprazol beim Menschen nicht hepatotoxisch, da der toxische
Metabolit nicht durch humane Hepatozyten gebildet wird, wahrend die gleiche Dosis fur Hunde
letale Auswirkungen hervorruft [91]. Humane Primarhepatozyten sind sowohl frisch isoliert als
auch kryokonserviert kommerziell erhaltlich, allerdings uUbersteigt wie bei kompletten
Spenderorganen die Nachfrage das Angebot. Aufgrund der Kosten und der aufwendigen
Verwendungen (Isolierung und Kultivierung) der primaren Hepatozyten werden zunehmend
permanente humane Leberzelllinien verwendet. Zusatzlich ist man von Versuchstieren wegen
des Wegfallens der Praparation unabhangig. Generell hat die Nutzung von Zelllinien den Vorteil,
dass Versuchsergebnisse verschiedenster Institutionen und Forschungsgruppen aufgrund hoher
Standardisierungsrate und gleichbleibender Qualitdt besser miteinander verglichen werden
kénnen. Zelllinien habe eine lange Lebensdauer und kdnnen somit fur viele Tests verwendet
werden. Die individuellen Zelllinien stammen jeweils nur von einem Spender ab und kénnen bei
Zellbanken erworben werden. Zelllinien haben aber auch Nachteile. Bei der Immortalisierung der
Zellen ist zu bedenken, dass Entdifferenzierungs-prozesse stattfinden kénnen. Dies kann mit dem
Verlust zellspezifischer Funktionen korrelieren.

Aufgrund genereller Unterschiede zwischen der permanenten Zelllinie und den primaren
Hepatozyten lassen sich Ergebnisse nicht direkt vergleichen, da die durchgefiihrten Unter-
suchungen unterschiedliche Expressionsebenen betrachten. Vergleicht man beide Zellarten
unter Hinzuziehung von Ergebnissen auch aus der Literatur stellen sich sowohl Gemeinsam-

keiten als auch Unterschiede heraus [291].
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Wir haben uns fiir die HepG2/C3A als Testzellen entschieden, aufgrund der haufigen Anwen-
dung fur toxikologische Fragestellungen bedingt durch die gezielte Induktion der Isoenzyme des

Cytochroms sowie der Vorteile permanenter Zelllinien [368].

In Langzeitstudien zeigt sich eine steigende Inzidenz systemischer Pilzinfektion [98, 369]. Als
wesentliche Grinde werden die Zunahme an immunsupprimierten Patienten (z.B. Organ- und
Knochenmarktransplantationen), aber auch die Veranderung bzw. Intensivierung medizinischer
Maflnahmen, wie z.B. vermehrter Einsatz von Breitspektrum-Antibiotika, intensivere Chemo-
therapie bei Tumorerkrankungen, sowie aufwandigere und ,aggressive” intensiv-medizinische
Behandlung, verantwortlich gemacht [370]. Der individuelle Einsatz der Antimykotika ist
schwierig, da ITS-Patienten einer starken interindividuelle schwankenden Pharmakokinetik
unterliegen. Durch die Insuffizienzen, sowie durch Medikamenteninteraktionen kommt es zur
Veranderung des Verteilungsvolumens. Durch ein therapeutische Drug Monitoring (TDM) kénnen
Arzneimittelkonzentrationen zu friihzeitigen Erfassung von Therapieversagen durch Unter- oder
Uberdosierung realisiert werden. Das TDM bezeichnet die Messung von Serum- und
Plasmakonzentrationen eines zugeflhrten Arzneimittels oder von dessen Metaboliten. Dadurch
kann die Pharmakokinetik von Medikamenten verbessert werden. Es erméglicht, dass zu hohe
Plasmaspiegel vermieden werden, so dass z.B. die Leberfunktion von ITS-Pateinten nicht
zusatzlich beeintrachtigt wird. Allerdings sind zum Verstandnis der Pharmakokinetik von ITS-
Patienten, sowie zur Optimierung der medikamentdsen Therapie weitere Studien erfor-derlich.
Zusatzlich sind die verschiedenen Antimykotikagruppen unterschiedlich zu bewerten. Fur AmB
und seine Lipidformulierungen ist der Nutzen eines TDM weiterhin unklar, da nicht geklart ist, ob
wesentlich erhdhte Serumspiegel zu verstarkter Toxizitat fuhren kdnnen [371]. Echinocandinen
besitzen eher eine lineare Pharmakokinetik mit geringem hepatischen Metabo-lismus und
entsprechend wenigen DILI (Drug-induced liver injury = DILI). Allerdings fehlen bei speziellen
Patientengruppen wie bei Leberversagen, Extrakorporale Membranoxy-genierung (ECMO) oder
Plasmapherese in der Literatur valide Daten [372]. Bei den Azolen spielt der TDM die grofte
Rolle. Die Azole unterliegen einem ausgedehntem hepatischen Mechanismus, die folglich viele
DILI aufweisen. Bei den Substanzen ist eine klare Korrelation zwischen Exposition und Wirkung
sowie Nebenwirkungen (Hepatotoxizitat) bekannt. Zwischen dem einzelnen Azolen bestehen

grol3e pharmakokinetische Unterschiede.

Die Sicherheit in Bezug auf potentielle Arzneimittelinteraktionen und Nebenwirkungen (z.B.
Hepatotoxizitat) sowie die Wirksamkeit einer Substanz stellen heutzutage mit je etwa 30 % die
Hauptursache fiir das Scheitern klinischer Studien oder die Riicknahme eines Arzneistoffes vom
Markt dar [373, 374]. DILI ist eine der haufigsten Grinde fir die Ricknahme eines bereits
zugelassenen Medikaments, wie z.B. Ximelagatran, Troglitazon und Sitaxentan, durch die FDA.

Ximelagatran, ein direkter Thrombininhibitor, war nur 20 Monate lang im Handel und wurde 2006
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wegen DILI vom Hersteller Astra Zeneca wieder vom Markt genommen [375, 376]. Weil DILI mit
einer Haufigkeit von 1:10000 bis 1:100000 relativ selten auftreten, bleiben sie in den
Zulassungsstudien meist unentdeckt. Die Korrelation zwischen Befunden in toxikologischen
Prifungen und dem Auftreten in klinischen Studien sind verhaltnismanig gering ist [377, 378]. Die
therapeutischen Mdglichkeiten beim Auftreten eines akut auf chronischen Leberversagen sind
beschrankt. Generell gibt es nur zwei Moglichkeiten: einerseits die hamodynamische
Stabilisierung (Volumensubstitution mit kristallinen oder kolloidalen Lésungen) und Aufrechter-
haltung des Flissigkeitshaushaltes sowie andererseits das Absetzen potenziell hepato-toxischen
Medikamenten. Aufgrund dessen ist es notwendig im klinischen Alltag die Evaluierung der
Kausalitat zwischen Medikamenteneinnahme und toxischer Leberschadigung besser

einschatzen zu kénnen, um Nutzen und Risiko der Dosierung abzuwagen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Hepatotoxische Arzneimittelnebenwirkungen kénnen zum DILI (,Drug-induced-liver-injury®, DILI)
bis hin zum akuten Leberversagen (ALV) fuhren. Das haufigste und bekannteste Medikament fur
eine vorhersehbare DILI ist Paracetamol. Allerdings ist der genaue Mechanismus der DILI oft
unbekannt und wahrscheinlich auch fir viele Wirkstoffe unterschiedlich und multifaktoriell. In der
Arzneistoffentwicklung stellt die Hepatotoxizitat die Forscher vor einer gro3en Heraus-forderung,
da diese oft idiosynkratisch (unvorhersehbar, selten) bzw. erst nach langerer
Medikamenteneinnahme auftreten. Dartber hinaus stellt die Hepatotoxizitat auch den haufigsten
Grund flr die Ricknahme eines bereits zugelassenen Medikamentes dar. In der Vergangenheit
hat sich gezeigt, dass toxikologische Daten aus Tierversuchen (in vivo) nur schlecht auf den
Menschen zu Ubertragen sind. Hinzukommt, dass es gegenwartig keine standardisierten und
validierten in vitro Modelle, mit denen Hepatotoxizitdt von neuen Arzneistoffen zuverlassig

abgeschatzt werden kann, vorhanden sind.

Das Ziel dieser Arbeit war es unter Verwendung eines zellularen Modellsystem auf Basis der
humanen Hepatomzelllinie HepG2/C3A, der zur Friherkennung eines Leberversagen entwickelt
wurde, das hepatotoxische Potenzial intensiv medizinisch relevanter Arzneimittel am Beispiel der

Antimykotika zu testen.

Dazu konnten auf Grundlage einer genetisch charakterisierten und auf Funktionalitat gepruften
Master- und Workingzellbank der HepG2/C3A zur Standardisierung der Parameter zuverlassige
Aussagen bezlglich exogener Toxizitdt gemacht werden. Dabei zeigten die Versuchszellen
Einschrankungen bei der Vitalitat (Zellzahl, Freisetzung von Lactat-Dehydrogenase), der
Funktionalitat (Mikroalbum-Bestimmung, Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen) und
metabolische Veranderungen (CYP1A2-Aktivitdt). Die ermittelten Konzentrations-Wirkungs-

Beziehungen dienten dazu, dass Hepatotoxizitatspotenzial beurteilen.

Paracetamol konnte als Positivkontrolle fir die in vitro-Testung der Hepatotoxizitat etabliert
werden. Bei einer Konzentration von 15,24 mM zeigten sich deutliche Beeintrachtigungen der

Zellfunktionalitat und — vitalitat, sowie metabolisch im Zellkulturmedium und Plasma.

Die Validierung des hepatotoxischen Potenzials mit primar isolierten Hepatozyten der Antimy-
kotika Anidulafungin, Caspofungin, Fluconazol und von Paracetamol zeigte trotz der unter-
schiedlichen Vor- und Nachteile der zellbasierten in vitro-Tests Ubereinstimmende Tendenzen
hinsichtlich der mitochondrialen Aktivitat und CYP1A2.

Durch die erfolgreiche Erweiterung des Tests um die Parameter DNA-Fragmentierung, Todes-
rezeptor CD95 und CYP3A4 konnte die Bestimmung des Potenzials hinsichtlich der Apoptose

und metabolischer Aktivitat ausflhrlicher charakterisiert werden.
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Mit den vorliegenden Ergebnissen der Antimykotika-Testung konnte gezeigt werden, dass der
Mikrotiterplatten-Assay auf Basis der HepG2/C3A-Zelllinie ein klinisch relevantes in vitro-System

zur Testung der Hepatotoxizitat darstellt.

Liposomales Amphotericerin B (L-AmB) zeigte in den Analysen ein geringfligiges hepato-
toxisches Potenzial. Wir konnten zeigen, dass durch die Lipidformulierung die bekannte und
ausgepragte Toxizitat von Amphotericerin B verringert werden konnte. In Konformitat mit der
Literatur zeigten das Triazol der 1. Generation Fluconazol und Voriconazol der 2. Generation

deutliche hepatotoxische Beeintrachtigungen der HepG2/C3A.

Auf Grund der gunstigen Pharmakokinetik der Echinocandine ist mit einem geringen Inter-
aktionspotenzial zu rechnen. Caspofungin ist geringfiigig hepatotoxisch. Es wurden gering-fligige
Beeintrachtigungen hinsichtlich samtlicher Paramater in allen Konzentrationen bestimmt. Auch
Anidulafungin zeigte sich wenig hepatotoxisch, jedoch wurden mit Konzentrations-steigerungen
deutliche antiproliferierende Effekte (z.B. erhdhte LDH-Freisetzung) und eine ein-geschrankte
Mikroalbuminsynthese der HepG2/C3A-Zellen beobachtet. Aufgrund der hohen Proteinbindung
wurden geringe Auswirkungen in den Plasmaversuchen bestimmt. Anidula-fungin wird nicht
hepatisch metabolisiert und bislang gibt es keine Berichte liber Arznei-mittelinterkationen. Ob die
ethanolhaltige Formulierung sowohl klinisch als auch im Testsystem einen negativen Einfluss

bewirkt, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Im Rahmen der limitierten Untersuchungen konnten lediglich die Cmax, 5-fach Cmax und 10-fach
Cmax-Konzentration der Antimykotika im Zellkulturmedium und im Plasma an der permamenten
Zellllinie untersucht werden. Zur Testung wurden die handelsublichen Antimykotikazube-
reitungen verwendet, so dass die beigemischten Hilfs- und Zusatzstoffe nicht berlcksichtigt
werden konnten. Obwohl ein breites Spektrum an Parametern zur Beurteilung des hepato-
toxischen Potenzials verwendet wurde, kdnnen weitere Parameter (z.B. CYP2C19, CYP2D6,
Proteinbestimmung), andere Zellen (HelLa, HuH7) oder andere Testsysteme (z.B. Mikrochip-

Technologie, 3D-Modelle) die Aussagekraft verstarken.

Trotz neuer antimykotischer Wirkstoffe, einer verbesserten Diagnostik und friihzeitiger Therapie
hat die Inzidenz der systemischen Mykosen mit einer hohen Mortalitat in den letzten Jahren
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Fur den gezielten Einsatz der Antimykotika sind die
therapeutische Breite, intra- und interindividuelle Variabilitdt der Plasmakonzentrationen und
deren eventuellen toxischen Auswirkungen von besonderer Bedeutung. In diesem Zusammen-
hang ware die therapeutische Spiegelbestimmung (Therapeutisches Drug Monitoring) der
Antimykotika eine wichtig MaRnahme flr die moglichst risikomarme Behandlung kritisch kranker

Patienten.
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