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Definitionen
Halbwertzeit (t1/2)

Hydrolyseaktivitat,
spezifische (H,)

hydrophil

hydrophob

in vitro

in vivo

Die Halbwertzeit ist ein wichtiger pharmakokinetischer Parameter fur
die Eliminationsgeschwindigkeit einer Substanz aus dem Kaérper und
definiert als die Zeit, innerhalb der die Halfte des Substrats umgesetzt
ist.

Die spezifische Hydrolyseaktivitat ist definiert als die Steigerung der
Umsatzgeschwindigkeit des Substrates, die von einer bestimmten
Enzymmenge im Vergleich zur unkatalysierten Reaktion bewirkt wird
(Umsatzrate je Zeiteinheit und Proteinkonzentration).

(griechisch) wasserliebend oder wasserléslich;

Eine Eigenschaft von Molekilen, Wechselwirkungen mit polaren
Lésemitteln einzugehen. Die Ldslichkeit hydrophiler Molekiile in
Wasser beeinflusst indirekt deren Verfiigbarkeit in Lebensmitteln
sowie deren Ausscheidung Uber die Niere. Die Anordnung hydrophiler
Molekile an Membranlipide bewirkt die Zusammenlagerung zu Lipid-
Doppelmembranen in wassriger Umgebung.

(griechisch) lipophil oder fettlGslich,

Eine Eigenschaft von Molekilen, Wechselwirkungen mit unpolaren
Lésemitteln einzugehen. Hydrophobe Substanzen kdnne sich im
Kdrperfett anreichern und werden nach Metabolisierung Uber die
Niere ausgeschieden.

Hier enzymatische Reaktion im geschlossenen Reaktionssystem.
Experimente am isolierten Zellorgan oder in biologischen Flissig-
keiten unter definierten Reaktionsbedingungen im Reagenzglas. Die
in vitro Reaktionen laufen ohne dynamische Wechselspiel zwischen
Zelle, Zellorganellen, Gewebe, Organ und Gesamtorganismus ab. Die
Enzyme sind frei in Losung. Teilweise Inaktivierung der Enzyme
wahrend des Reaktionsverlaufs. Die Substratkonzentration [S] ist
gegenuber physiologischen Bedingungen relativ hoch: [S] >> K,
(Substratsattigung). Es kann in Abhangigkeit von der Versuchsdauer
zu einer Anhaufung der Reaktionsprodukte kommen.

Hier enzymatische Reaktion im offenen Reaktionssystem oder
Reaktionsbedingungen der lebenden Zelle. Experimente am
Gesamtorganismus, seinen Organen oder Zellen. Die Enzyme sind in
Kompartimenten und an Strukturen gebunden. Der Enzymbestand
wird standig erneuert oder angepasst (Induktion oder Repression).
Das Substrate liegt in geringer Konzentration vor: [S] klein; [S] = K
(beschranktes Substratangebot). Wahrend des Substratumsatzes
erfolgt eine laufende Beseitigung der Reaktionsprodukte durch
andere Enzyme oder deren Abtransport.



Median

Vmax

Michaelis-Menten-Konstante; wichtiges Maf} fur die Affinitat eines
Enzyms oder Enzymsystems zu einem Substrat. Je héher K, , um so
hoher muss die Substratkonzentration sein, damit die Reaktion mit
halbmaximaler Geschwindigkeit ablauft und desto geringer ist demzu-
folge die Substrataffinitat.

Der Median oder Zentralwert ist definiert als der Wert, der die nach
der Grolke geordnete Wertereihe in zwei gleich grolRe Teile zerlegt.

Die Maximalgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktion ist definiert
als eine nur theoretische erreichbare Maximalgeschwindigkeit nach
der Theorie von Michaelis-Menten.



Abbildungsverzeichnis

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

1:

2:

10:

11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:
18:

Metabolismus der kurz- und mittelkettigen Fettsduren im Vergleich zu dem

der langkettigen (nach Jahreis & Bochmann, 1998) ...........ccccoee i, 7
Oxidativer und nicht-oxidativer Ethanolmetabolismus beim Menschen (nach
LapoSata, 1997 ) ..ottt ettt eeeeeee e ee e aa e e e aeaaaaa———aaaaaaaara—aaa——aaa——————————————. 8
FAEE-Synthaseaktivitat bei der Bildung von Ethylestern (nach Riley et

= 1 0 PP REERR 9
Schematische Darstellung der esterasekatalysierten Hydrolyse von
Carbonsaureestern (nach Quinn et al., 1999) ..., 10
Mechanismus der Esterhydrolyse durch Carboxylesterase EC 3.1.1.1 (nach

Satoh & HOSOKaWa, 1998)........uuuc e 11
Phanomenologische Betrachtung einer esterasekatalysierten

EStErNYArOlYSE......oeeeeeieeee e 13
Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit [v] von der
Substratanfangskonzentration [S] (nach Drauz & Waldmann, 1995)........................ 14
Schema fur die Ein-Substrat-Reaktion nach Michaelis-Menten ..................ccccuuee.... 14

Heterogene Esterhydrolyse durch Lipasen nach Michaelis-Menten

(@ UL =Y A= 1 L 1 RSP 16
Verlauf einer enzymkatalysierten Reaktion bei Substraten mit

unterschiedlicher Affinitat (nach Drauz et al., 1995)...........ooiiiii, 20
Procedure for the safety evaluation of flavouring agents (nach JECFA,

LR L 1) I OO PP PPPPPN 26
in vivo und in vitro-Hydrolyse von Ethylacetat bei der Ratte (nach Gallaher &

[ oTo] 001 E T A3 ) TP RSP PRRPRRRPRRRRR 29

Einfluss der Acylkettenlange auf pKy, (¢) und V.« (a) bei der Hydrolyse von
Methylestern durch Carboxylesterase aus Rattenlebermikrosomen (nach
Arndt & Krisch, 1973) ... 33

Abhangigkeit von Vo und K, von PLE Isoenzymen | und V von der
Acylkettenlange bei der Hydrolyse von Methylestern (nach Junge &
HEYMANN, 1979) ...t a e 33

Einfluss der Alkylkettenlange auf pK:, (¢) und V.« (a) bei der Hydrolyse von
Acetaten durch Carboxylesterase aus Rattenlebermikrosomen (nach Arndt
& KFISCN, TO73) . ettt e et e et nbe e e anneas 34

Abhangigkeit von Vo und K, von PLE Isoenzymen | und V von der
Alkylkettenlange bei der Hydrolyse von Acetaten (nach Junge & Heymann,



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

19:

20:

21:

22:

23:

24:

25:
26:
27:

28:

29:

30:

31:

32:

33:

34:

Zusammensetzung von Krebs-Henseleit-Puffer im Vergleich mit Ratten- und
[T g =T o E= T 1 = T

Laslichkeit von Ethylestern mit aliphatisch linear gesattigtem Acylrest sowie
Ethylisovalerat in Krebs-Henseleit-Puffer bei 37°C im Vergleich mit
Longland €t al. (TO77) ..o

Loslichkeit von Ethyl- und Benzylestern in Krebs-Henseleit-Puffer bei 37°C
im Vergleich mit Longland et al. (1977) ........oooiiiiiiiie e

Ldslichkeit von Estern mit identischer Summenformel und unterschiedlicher
chemischer Struktur sowie Isoamylcaproat (IACap) in Krebs-Henseleit-

Puffer bei 37°C (Messwerte) im Vergleich mit Longland et al. (1977) in

WaASSEI DI B7°C ... ettt e e e e e e et e e e e e e e eraaa

Schematische Darstellung der negativen Korrelation von Loslichkeit in
Krebs-Henseleit-Puffer (37 °C) und Hydrophobizitat von Carbonsdureestern

Loslichkeit in Krebs-Henseleit-Puffer (37 °C) und Hydrophobizitat log Pow
VON CarbONSAUIEESIEIN ....uee e

Proteingehalt von Rattenplasma verschiedener POOIS ..............oovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees
Proteingehalt von Humanplasma verschiedener PooIS ............cooovvviieiiieiiiiiiievieennee.

Schematische Darstellung der sdulenchromatographische Reinigung der
Probe aus biologischem Material...............cooiiiiiric e

GC-Chromatogramm mit MN permabond® FFAP-DF-0.25 (30m x 0,32 mm)

fur Tiglinsaure und Benzylalkohol aus der Hydrolyse von Benzyltiglat in
Humanplasma (Plasmacharge: (h)020.504; Sy = 1,00 mM; t; = 30 min,

Interner Standard Pentansaure 12,58 ng/ul; Extraktionsmittel: Ethylacetat)............

GC-Chromatogramme mit MN permabond® SE-52-DF-0.25 (25m x 0,32

mm) flr Undecan- und Phenylessigsaure aus der Hydrolyse von

Ethylundecanoat und Ethylphenylacetat in Humanplasma (Plasmacharge:
(n)020.504; S = 1,00 mM; t; = 30 min und 20 min, Interner Standard

Decansaure: 18,33 und 16,56 ng/ul; Extraktionsmittel: Ethylacetat) ........................

Substratumsatz von Phenylacetat in Rattenplasma Pool (r) 015.004,
LR O[O YZ=T (o 18] o o | PR URTRR

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Humanplasma bei Phenylacetat in
Abhangigkeit von der Lagerdauer bei —84°C..............ccooiiiii

Spezifische Hydrolyseaktivitdt von Humanplasma in Abhangigkeit von der
=T =Y o = 1= P

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Rattenplasma in Abhangigkeit von der
= To =T (o =10 =] PSP PP P PPPPP PPN

Hydrolyse von Ethylheptanoat in kiinstlicher Magenflissigkeit und 1:100
verdinntem Rattenplasma.............ooooiiiiiii

Xl



Xl

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

35:

36:

37:

38:

39:

40:

41:
42:

43:

44

45:;

46:

47:

48:

49:

50:

51:

52:
53:

54:

Hydrolyseverlauf von Isoamylbutyrat in Humanplasma in Abhangigkeit von
der Initialkonzentration des ESers ...

Ableitung der Geschwindigkeitskonstanten aus der enzymatischen
Hydrolyse von Ethylvalerat in Humanplasma in Abhangigkeit von der
INItIAlKONZENTIAtioN . ..o e

Ableitung der Initialgeschwindigkeit fir die Hydrolyse von Phenylacetat in
[ [0 g F= T T o] £= 2 0 = T

Lineweaver-Burk-Plot fir die Hydrolyse von Phenylacetat in Humanplasma
als Funktion der Initialzeit ...

Michaelis-Menten-Parameter flr die Hydrolyse von Phenylacetat in
Humanplasma als Funktion der Initialzeit nach Lineweaver-Burk...............c.............

Linearisierungsverfahren fiir die Hydrolyse von Phenylacetat in
[ [0 g F= T T o] £= 2 0 = T

Cornish-Bowen-Plot fur die Hydrolyse in Humanplasma .....................cccco

Kinetische Parameter in Abhangigkeit von der Darstellungsform flr die
Hydrolyse von Phenylacetat und Ethylphenylacetat in Humanplasma .....................

Lineweaver-Burk-Plot fir die Hydrolyse von Ethylvalerat und Ethylisovalerat
in Rattenplasma in Abhangigkeit von der Plasma-Verdinnung .............cccccceeeeennnnns

Michaelis-Menten-Parameter fir die Hydrolyse von Ethylvalerat und
Ethylisovalerat in Rattenplasma in Abhangigkeit von der Plasma-
Verdinnung (nach Lineweaver-Burk)...........ccccccccceiiiiiiiiieeeee e

Hydrolyseaktivitat kinstlicher und physiologischer Kérperflissigkeiten bei
Ethyltiglat und Benzyltiglat ............oooiiiiiiiii e

Hydrolyseverlauf von Ethylestern mit aliphatisch linear unverzeigtem
Acylrest in HUMaNPIasma.........oooiiiiiiiii e

Bildung von Valeriansaure bei der Hydrolyse von Ethylvalerat in
o[0T =T ] ] =< o - T

Bildung von Myristinsaure bei der enzymatischen Hydrolyse von
Ethylmyristat in Humanplasma...........ccoooiii e

Spezifische Hydrolyseaktivitat bei Ethylestern mit aliphatisch linear
unverzeigtem Acylrest in Humanplasma ...

Bestimmung von Geschwindigkeitskonstanten aus der Hydrolyse von
Ethylestern in HUMaNPIasmMa .........coooiiiiiiiiicc e

Halbwertzeit von Ethylestern mit aliphatisch linear unverzeigtem Acylrest
sowie Ethylvalerat in Humanplasma ...

Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von Ethylestern in Humanplasma ........................

Maximalgeschwindigkeit und V./Kq, der enzymatischen Hydrolyse von
Ethylestern in HUMaNPlasma ...

Michaelis-Menten-Konstante K, der enzymatischen Hydrolyse von
Ethylestern in HUMaNPIasma .........cooo oo



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

55:

56:

57:

58:

59:

60:

61:

62:

63:

64:

65:

66:

67:

68:

69:

70:

71:

72:

XMI

Verlauf der Maximalgeschwindigkeit und dem negativen dekadischen
Logarithmus von K, (pKm) in Abhangigkeit von der Kettenlange des
Acylrests von Ethylestern bei der Hydrolyse in Humanplasma ..............ccceevvvnennnn.n. 75

Hydrolyseverlauf von Ethyl- und Benzylestern bei der Hydrolyse in
[ 18T g F= ] o] = 1= 0 = 76

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Humanplasma bei Ethyl- und
Benzylestern mit verzweigten oder aromatischem Acylrest ...........oooovvvvvviiviiiiiinnnee. 76

Bildung von Benzylalkohol bei der enzymatischen Hydrolyse von
Benzyltiglat in HUMaNPlasma ..........coooviiiii e e e 77

Bildung von Tiglinsaure bei der enzymatischen Hydrolyse von Benzyltiglat in
[ 18T g F= ] o] = 1= 0 = 77

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Ethyl- und Benzylestern mit verzweigtem
und/oder aromatischem Acylrest in Humanplasma .............cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 78

Halbwertzeit von Ethyl- und Benzylestern bei der Hydrolyse in
[T g =T o o E= T o = T 79

Halbwertzeit von Ethyl- und Benzylestern mit verzweigtem oder
aromatischem Acylrest in Humanplasma ..........ccccoooiiiiiiiiiie e 79

Halbwertzeit von Ethyl- und Benzylestern mit verzweigtem und/oder
aromatischem Acylrest in HUManplasma .........ccooooioioiiiiiiiieee e, 80

Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von verschiedenen Ethyl- und
Benzylestern in HUMaNPlasma ..........oooouiiiiiiii et e e e e 81

Lineweaver-Burk-Plot. Hydrolyse von Ethylvalerat und —isovalerat in
[ 18T g F= ] o] = 1= 0 = 82

Lineweaver-Burk-Plot. Hydrolyse von Ethyl- und Benzylphenylacetat in
[ 10T g F= o] o] = 1= 1 = PP 83

Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von Ethyl- und Benzyltiglat in
[T g =T o o E= T o = T 83

Maximalgeschwindigkeit und V./K, bei der enzymatischen Hydrolyse von
Ethyl- und Benzylestern in Humanplasma............ccoooeiiiiiiiii e 84

Michaelis-Menten-Konstante K, der enzymatischen Hydrolyse von Ethyl-
und Benzylestern in HUMaNPlasma ..............oooiiiiiiiiiicee e 85

Hydrolyseverlauf von Carbonsaureestern mit identischer Summenformel
und verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma ...........ccccovvvvviiiiiveennnnnee. 86

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Humanplasma bei Carbonsaureestern
mit identischer Summenformel und verschiedener chemischer Struktur in
[ 18T g F= ] o] = 1= o = 87

Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten k aus Hydrolyse von Estern
mit identischer Summenformel und verschiedener chemischer Struktur in
L [T F=T o o F= T 1 - TR 88



XV

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

73:

74:

75:

76:

77

78:

79:

80:

81:

82:

83:

84:

85:

86:

87:

88:

89:

Halbwertzeit von Carbonsaureestern mit identischer Summenformel und
verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma................cccccoco. 89

Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von Estern mit identischer Summenformel
und verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma.........cccccccevviviviiiiiinnnnnee. 90

Maximalgeschwindigkeit und V./K., der enzymatischen Hydrolyse von
Estern mit identischer Summenformel und verschiedener chemischer
Struktur in HUM@aNPIasma...........eeeeee s e 90

Maximalgeschwindigkeit und V,./Kn bei der enzymatischen Hydrolyse von
Ethyl- und Benzylestern in Humanplasma ..o 91

Michaelis-Menten-Konstante der Hydrolyse von Estern mit identischer
Summenformel und verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma .............. 91

Michaelis-Menten-Konstante K, fiir die enzymatische Hydrolyse von
Carbonsaureestern in HUmManplasma...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiees 105

Maximalgeschwindigkeit V. der enzymatischen Hydrolyse von
Carbonsaureestern in HUmManplasma................uuvviviiiiiiiiiiiiii e 105

Vmax /Kn flr die enzymatische Hydrolyse von Carbonsaureestern in
[ [0 g F= T 0T 0] £= < o = PSR 105

Hydrolysierbarkeit der untersuchten Carbonsaureester anhand der
Halbwertzeit in HUManNPlasma...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeee v eeeeeeeveeeaeeeneees 107

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Humanplasma bei der enzymatischen
Hydrolyse von Carbonsaureestern in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration im Vergleich zZu Vimax ..eevveeveiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 165

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Humanplasma bei der enzymatischen
Hydrolyse von Ethylestern in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration..................uuuiiiiiiiiii s 167

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Humanplasma bei der enzymatischen
Hydrolyse von Ethyl- und Benzylestern in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration............ ... 168

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Humanplasma bei der enzymatischen

Hydrolyse von Carbonsaureestern mit identischer Summenformel und

verschiedener chemischer Struktur in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration........... ... 169

Halbwertzeit von Carbonsaureestern bei der enzymatischen Hydrolyse in
Humanplasma in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration.................. 171

Halbwertzeit von Ethylestern bei der enzymatischen Hydrolyse in
Humanplasma in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration.................. 173

Halbwertzeit von Ethyl- und Benzylestern bei der enzymatischen Hydrolyse
in Humanplasma in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration.............. 174

Halbwertzeit von Estern mit identischer Summenformel und verschiedener
chemischer Struktur bei der enzymatischen Hydrolyse in Humanplasma in
Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration..............cccccccvviiviiiiiieeicene, 175



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

90:

91:

92:

93:

94:

95:

96:

97:

98:

99:

100:

Spezifische Initialgeschwindigkeit v; spe.. in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration und Maximalgeschwindigkeit V. bei der
Hydrolyse von Carbonsaureestern in Humanplasma ..........cccccccciiiiiiiiiiiiiinniennnen,

Spezifische Initialgeschwindigkeit v; spe.. Spezifische Hydrolyseaktivitat H,
sowie Maximalgeschwindigkeit V.« bei der Hydrolyse von
Carbonsaureestern in HUmManplasma ........ccccooooiiiiiiiii e

Spezifische Hydrolyseaktivitat H,, spezifische Initialgeschwindigkeit v; spe.

sowie Maximalgeschwindigkeit V,ax von Humanplasma bei der

enzymatischen Hydrolyse von Ethylestern in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration ...

Spezifische Hydrolyseaktivitat H,, Spezifische Initialgeschwindigkeit Vi spe..

sowie Maximalgeschwindigkeit Vmax von Humanplasma bei der

enzymatischen Hydrolyse von Ethyl- und Benzylestern in Abhangigkeit von

der Substratanfangskonzentration............cccooooiiiiiiii

Spezifische Hydrolyseaktivitat H, , Spezifische Initialgeschwindigkeit v; spe..
sowie Maximalgeschwindigkeit Vmax von Humanplasma bei der

enzymatischen Hydrolyse von Carbonsdureestern mit identischer
Summenformel und verschiedener chemischer Struktur in Abhangigkeit von

der Substratanfangskonzentration.................oeeiiiiiii

Kinetische Parameter von Ethylestern bei der enzymatischen Hydrolyse in
(18T 0 F= ] o] = 1= 0 = PP

Kinetische Parameter von Ethyl- und Benzylestern bei der enzymatischen
Hydrolyse in HUManplasma............coiiiiiiiiiiiiccie e

Kinetische Parameter von Estern mit identischer Summenformel und
verschiedener chemischer Struktur bei der enzymatischen Hydrolyse in
(18T 0 F= T o] = 1= 0 = PR

Spezifische Hydrolyseaktivitat H, von Humanplasma bei der enzymatischen
Hydrolyse von Carbonsaureestern in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration ...........cccoooooiiiiiiiiii

Halbwertzeit t;, von Carbonsaureestern bei der enzymatischen Hydrolyse in
Humanplasma in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration .................

Spezifische Initialgeschwindigkeit v; spe,. vOn Carbonsaureestern bei der
enzymatischen Hydrolyse in Humanplasma............ooccuiiiiiiiiiiiiiiieee e

XV






XVl

Tabellenverzeichnis

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

1:
2:
3:

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:

17:

18:

19:

20:
21:
22:
23:
24
25:

Auswahl der wichtigsten esterspaltenden Hydrolasen ..............ccccccvvvvvviiiiiiiieciceeeee, 5
Darstellungsformen zur grafischen Bestimmung von Ky, und Viax ceeeeeeeeeeeeviieeiinnnnn. 20
Einteilung der Aromastoffe gemaR Anlage 1 Aromenverordnung ..........cccceeeeeeeeenns 23

Halbwertzeit von Carbonsaureestern und spezifische Hydrolyseaktivitat von
kinstlicher Magen- und Pankreasflissigkeit sowie Rattenleber- und

Rattendinndarmmucosa-Homogenat bei 37°C (Longland et al., 1997).................. 28
Spezifische Hydrolyseaktivitat von Lungen- und Leber-Homogenat von

Phenylacetat und Amylacetat (nach Dahl, 1987)..........cccoeviiiiiiiiii e, 30
Studien zur Hydrolysierbarkeit von Carbonsaureestern ..........cccoooevieiviiiiiiiiiiineeeeenn. 31
Michaelis-Menten Parameter von Carbonsaureestern .........ccccoeoeeevieiiiieiieieceeeeeeeenn, 32
Studien zur Hydrolysierbarkeit beim Menschen ...........ccooooiiiiiiiiiiiiiiii e, 33

Ldslichkeit von Carbonsaureestern in Krebs-Henseleit-Puffer (Messwerte)
im Vergleich mit Longland et al. (1977) in aqua dest. bei 37°C sowie dem

Octanol/Wasser- Verteilungskoeffizienten (109 Pom). ...« eeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 40
Loslichkeit der untersuchten Carbonsaureester in Krebs-Henseleit-Puffer.............. 43
Parameter zur Gewinnung von HumManplasma ............c.uueeeieieeiiiniiiiiieeeee e 46
Parameter zur Gewinnung von Rattenplasma...........cccuvveiiiiiiiiiiii, 46
Literaturangaben zum Proteingehalt von Ratte und Mensch...........ccccovvvvvvviiernnen.e. 46
Gegenuberstellung verschiedener Losemittel fir die Substratdotierung.................. 49
Pharmakokinetische Parameter flr Phenylacetat in Humanplasma......................... 65

Reihenfolge der untersuchten Ethylester mit zunehmender
Hydrolysierbarkeit und Substrataffinitat in Humanplasma.................ccc.ccocc 100

Reihenfolge der untersuchten Ethyl- und Benzylester mit zunehmender
Hydrolysierbarkeit und Substrataffinitat in Humanplasma.............cccccc 102

Reihenfolge der zunehmenden Hydrolysierbarkeit und Substrataffinitat bei
Estern mit identischer Summenformel und verschiedener chemischer

SHTUKLUN <.t e e e e e e e 103
Kinetische Parameter nach Michaelis-Menten von Carbonsaureestern bei

der enzymatischen Hydrolyse in Humanplasma...............cccccooiiiiiinni 106
ChEMIKAIEN ..ot e e 119
(0110 g To =T o TP PP SPPP 120
Verbrauchsmateriall..............ooooiiiiiii s 121
Substratzusatz fur den Hydrolyseansatz ............ccccoooiiiiiiiiii 124
Zeitpunkte der Probenahme nach Reaktionsstart ............ccccoceeiiiiiiiiiicccn e 124

Temperaturprogramm flir Carbonsaureester.............cccoeeiee 125



XVl

Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

26:
27:

28:
29:
30:
31:
32:
33:

34:

35:
36:
37:

38:

39:

40:

41:
42:
43:

44

45:

46:

47:

Temperaturprogramm flr Esterhydrolyseprodukte .............cccccooeiii .

Organoleptische Eigenschaften, Vorkommen und Verwendung von
Carbonsaureestern in Lebensmitteln ...

Verwendung von ausgewahlten Carbonsaureestern in kosmetischen Mitteln ........
Messdaten - Ethylester........oo e
Messdaten - BENZYIESIEr........coovueii e
Messdaten — Methyloctanoat, Isoamylbutyrat, Phenylacetat .................ccccccceeeol.
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der gaschromatographischen Analyse .......

Wiederfindungsrate der Analyten in Humanplasma und Krebs-Henseleit-
Puffer in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration ..............cccccccoooo.

Zusammensetzung von Krebs-Henseleit-Puffer im Vergleich mit Ratten- und
[0 T = ] ] =< o - T

Hydrolyse von Ethylheptanoat in kiinstlicher Magenflissigkeit..............cccccoeeeee.
Hydrolyse von Ethylheptanoat in 1:100 verdinntem Rattenplasma........................

Kinetische Parameter in Abhangigkeit von der Darstellungsform flr
Phenylacetat in HUManplasma............oooiiiiiiiiie e

Kinetische Parameter in Abhangigkeit von der Darstellungsform fiir
Ethylphenylacetat in Humanplasma ...

Kinetische Parameter fur Phenylacetat in Humanplasma in Abhangigkeit
Vol 0 I IF=TaTe =T a1 (=T g P=T 0 1] 1= [

Initialgeschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse von Ethylvalerat und -
isovalerat in Rattenplasma in Abhangigkeit von der Enzymkonzentration..............

Hydrolyseaktivitat von Rattenplasma in Abhangigkeit von der Lagerdauer ............
Hydrolyseaktivitat von Humanplasma in Abhangigkeit von der Lagerdauer ...........

Substratumsatz von Phenylacetat in Rattenplasma (,frisch®; 1:100 verdinnt)
in Abhangigkeit von der Lagerdauer .............oooovvvviieiiiiiiieiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Spezifische Hydrolyseaktivitat kiinstlicher und physiologischer
Korperflissigkeiten anhand von Ethyltiglat, Benzyltiglat und Phenylacetat ............

Spezifische Hydrolyseaktivitat von Humanplasma bei der enzymatischen
Hydrolyse von Carbonsaureestern in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration.............oooiii

Halbwertzeit von Carbonsaureestern bei der enzymatischen Hydrolyse in
Humanplasma in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration..................

Spezifische Initialgeschwindigkeit v; spe.. von Humanplasma bei der
enzymatischen Hydrolyse von Carbonsaureestern in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration............oooiii



XIX

Zusammenfassung

Die Hydrolysierbarkeit von Carbonsdureestern, die als Aromastoffe und als Bestandteile von
Lebensmittelverpackungsmaterial Bedeutung haben, spielt bei der toxikologischen Bewertung
dieser Substanzen eine wichtige Rolle. Das Ziel vorliegender Studie war es, allgemeine
Struktur-Wirkungsbeziehungen der enzymatischen Hydrolyse von Carbonsaureestern
abzuleiten.

Es wurden 15 Ester aus der standig aktualisieten JECFA Flavouring Agents Database
(JECFA, 2002) mit charakteristischen und flr Aromastoffe relevanten Strukturmerkmalen
ausgewahlt: Ethylester mit linear unverzweigtem Acylrest verschiedener Kettenlange (Ethyl-
propionat, -valerat, -heptanoat, -undecanoat und —myristat), Ethyl- und Benzylester mit
verzweigtem und aromatischem Acyl- oder Alkylrest (Ethylisovalerat, Ethyl- und Benzyltiglat,
Ethyl- und Benzylphenylacetat, Benzylsalicylat sowie Ethylcinnamat) sowie Ester mit identischer
Summenformel und verschiedener chemischer Struktur (Methyloctanoat, Ethylheptanoat und
Isoamylbutyrat).

Voraussetzung flr die Metabolisierung eines Stoffes ist seine Verteilung im Koérper. Daher
wurden in der ersten Projektphase die Léslichkeitseigenschaften der Ester beurteilt. Anhand der
Loslichkeit in Verbindung mit dem errechneten Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten
(log Pow) konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Subtanzen hydrophobe Eigenschaften
besitzen.

In kinstlicher Magenflissigkeit, Rattenleberhomogenat sowie Ratten- und Humanplasma
wurden in vitro Experimente durchgefiihrt. Aus der Geschwindigkeit von Substratabbau und
Produktbildung wurden die pharmakokinetischen Kennzahlen spezifische Hydrolysierbarkeit,
Halbwertzeit und Michaelis-Menten-Parameter abgeleitet. Die Validierung zur Bestimmung der
Hydrolyseparameter erfolgte mittels Hydrolyse von Benzyltiglat, Ethyltiglat und Ethylheptanoat
sowie der Referenzsubstanz Phenylacetat in Rattenplasma. Dem wurde die Hydrolysierbarkeit
in Humanplasma, kinstlicher Magenflissigkeit und Leberhomogenat gegenibergestellt.
Erwartungsgemal® wurde in kunstlicher Magenflussigkeit die geringste Hydrolyseaktivitat
bestimmt.

Rattenplasma hydrolysierte die Ester im Vergleich zu Humanplasma um den Faktor 7 bis 10
(Ethyltiglat) und 34 bis 51 (Benzyltiglat) schneller. Die hdchste Hydrolyseaktivitat besaly
Rattenleberhomogenat, welches Ethyl- und Benzyltiglat 600-mal und 350-mal schneller als
Rattenplasma hydrolysierte. Die speziesspezifischen Hydrolyseeigenschaften bei Mensch und
Ratte beruhen auf deren unterschiedlicher Carboxylesterase-Konstitution. Die Ratte besitzt im
Vergleich zum Menschen ein hohes Carboxylesteraselevel. Die beim Menschen hohere
Cholinesteraseaktivitat tragt dagegen nur in einem geringen Male zur hydrolytischen Spaltung
bei. Fir die Einteilung der Substanzen nach ihrer Hydrolysierbarkeit wurden nur die Ergebnisse
der Studien mit Humanplasma herangezogen.

Ethylundecanoat-, —myristat und —cinnamat sowie Benzylsalicylat und -tiglat wurden in
Humanplasma langsam hydrolysiert. Die Elimination war nach ca. 4 bis 5 Halbwertzeiten
weitestgehend abgeschlossen. In  Verbindung mit den hydrophoben Eigenschaften
(log Pow > 2) muss jedoch davon ausgegangen werden, dass diese Substanzen langere Zeit im
Korper zirkulieren. Damit ist besonders im Fettgewebe eine Tendenz zur Anreicherung
gegeben.
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Die untersuchten Ester wurden bezuglich ihrer Hydrolysierbarkeit in drei Klassen eingeteilt,
wobei die Halbwertzeit (ti2) und der Quotient aus Maximalgeschwindigkeit und Michaelis-
Menten-Konstante (Vmax/Kn) als Kriterien herangezogen wurden. Dabei ergaben sich folgende
Klassen:

Klasse I: schnelle Hydrolysierbarkeit
Ethylvalerat

Isoamylbutyrat

Benzylphenylacetat

Phenylacetat (Referenzsubstanz)

Klasse II: mélige Hydrolysierbarkeit
Ethylpropionat

Ethylheptanoat

Ethylisovalerat

Ethylphenylacetat

Klasse llI: langsame Hydrolysierbarkeit
Ethylundecanoat und Ethylmyristat
Ethyltiglat

Benzyltiglat

Ethylcinnamat

Benzylsalicylat

In jeder Gruppe befinden sich Substanzen mit verschiedenen Struktureigenschaften, wie
aliphatische Ketten mit und ohne Verzweigungen, aromatische Ringe sowie Doppelbindungen
im Acylrest- und/oder Alkylrest.

Die Verldngerung des Acylrestes um ein oder zwei Methylgruppen flihrte zu einem signifikanten
Abfall der Hydrolysegeschwindigkeit und beeinflusst damit die Maximalgeschwindigkeit V.
Nach einem mit zunehmender Acylkettenlange verzeichneten Anstieg wurde der Maximalwert
fir Viax bei Cs (Ethylvalerat) ermittelt. Die weitere Verlangerung der Acylkettenlange geht mit
einem Abfall von V.« einher. Bei mehr als sieben Kohlenstoffatomen wurde die enzymatische
Umsatzrate primar von der steigenden Hydrophobizitdt und damit verringerten
Substratverfigbarkeit am reaktiven Zentrum behindert.

Die Kettenldnge des Alkylrestes beeinflusst die Michaelis-Menten-Konstante K.
Carbonsaureester mit kurzkettigen Alkylresten (C, < 6) besalien im Vergleich zu langerkettigen
einen hdheren K,,-Wert. Eine Veranderung der Kettenlange mit kurzkettigem Alkylrest bewirkte
eine signifikante Anderung der Initialgeschwindigkeit, da der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt des Sy2-Mechanismus, Bildung und Zerfall des tetrahedralen Intermediats, besonders
durch dessen Struktur beeinflusst wird.

Verzeigungen bei kurzkettigen Acylresten bewirkten keine signifikante Veranderung der
Hydrophobizitat. Sie wirkten sich besonders sterisch hemmend auf die Hydrolysierbarkeit aus,
wenn sie sich in der Ndhe des sp*hybridisierten Carbonylsauerstoffatoms befinden. Dieser
Effekt wurde vornehmlich bei volumindésen Substituenten in o—Position beobachtet. Die
Abschirmung des reaktiven Zentrums ruft eine Verringerung der Geschwindigkeitskonstante
hervor.
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Die intermolekulare Beweglichkeit der reagierenden funktionellen Gruppen ist somit
herabgesetzt und fiihrt zu Spannungen bei der Bildung des Ubergangszustandes. Die
Einflhrung von Verzweigungen in Estermolekiile wird als Parameter fiir eine erhéhte Toxizitat
angesehen.

Die Einfuhrung eines aromatischen Rings in Estermolekule mit kurzkettigen Substitutenten
ohne Verzweigungen im Molekil beeintrachtigt die Hydrolysierbarkeit nicht. Arylester wurden
rasch durch im Plasma befindliche Arylesterase umgesetzt und daher im Vergleich zu Estern
mit kurzen Acyl- und Alkylresten vergleichsweise schnell abgebaut. Dieser Effekt Gberwog
deutlich die hervorgerufene Steigerung der Hydrophobizitat durch aromatische Substituenten
gegenuber kurzkettig verzweigten oder kurzkettig unverzweigten.

Polare Gruppen, wie 2-Hydroxygruppen an aromatischen Ringen, setzten die Carbonylaktivitat
der funktionellen Gruppe herab. Die erhohte Polaritdt der Carbonylgruppe beglinstigt eine
verstarkte Ausbildung einer Solvathille, wodurch der Substratangriff allgemein erschwert wird.
Dieser Einfluss ist besonders stark in der Ndhe des sp*-hybridisierten Carbonylsauerstoffatoms
ausgepragt. Weiterhin setzten Sauerstoffatome im Substratmolekidl durch Erhéhung der
Polaritat des Substrates die Hydrolyseaktivitat von Lipasen herab.

Der trans-2- oder trans-3-Doppelbindungen im Acylrest des Esters verringerten die
Hydrolyserate des Substrats signifikant. Sie bewirken eine voluminésere Ausdehnung des
Molekiilrests und reduzieren dadurch die Bindungsbereitschaft bei der Bildung des Uber-
gangszustandes. Zusatzlich wurde eine erhéhte Hydrophobizitat hervorgerufen, die eine im
Wassrigen verringerte Substratkonzentration bewirkt.

Die untersuchten Ester mit identischer Summenformel und verschiedener chemische Struktur
unterschieden sich in der Hydrophobizitat nicht. Die unterschiedlichen polaren Eigenschaften
von Acyl- und Alkylrest hoben sich bei inversen Estern auf. Die Verzweigung in Cz-Position
befand sich im Alkylrest und damit an der carbonylfunktion-abgewandten Seite, sodass eine
Verringerung der Hydrolysierbarkeit nicht festgestellt wurde. Der gleichzeitig kurzkettige und
unverzweigte Acylrest (C;) bewirkte eine gegenlber den Vergleichssubstanzen (C; und Cg)
erhohte Abbaurate.

Die unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften zeigen, dass grundsatzlich eine schnelle
Hydrolyse von Carbonsaureestern in Blutplasma des Menschen nicht unterstellt werden kann.
Mit der Mdglichkeit einer langsamen Hydrolyse muss gerechnet werden, wenn Substanzen mit
volumindsen Substituenten in der Nihe des sp?-hybridisierten Carbonylsauerstoffatoms (a—
Position) zu finden sind. Dazu zahlen insbesondere Acylkettenlangen > 4 Kohlenstoffatome,
iso-, sec- oder tert-Funktionen, aromatische Ringe mit polaren Gruppen wie 2-Hydroxy-Gruppen
sowie trans-Doppelbindungen.

Die Extrapolation von Ergebnissen von der Ratte auf den Menschen in Bezug auf Blutplasma
insoweit moglich, als dass aufgrund der verschiedenen Enzymkonstitution bei der Ratte
grundsatzlich mit einer schnelleren Hydrolyse von Carbonsaureestern zu rechnen ist. Die am
schnellsten ablaufende Hydrolyse in Rattenleberhomogenat Iasst den Schluss zu, dass auch
beim Menschen unhydrolysierter Ester Uber die Blutbahn in die Leber gelangt und dort rasch
abgebaut wird. Somit kann die toxikologische Bewertung der Substanzklasse Carbonséureester
auch anhand der Hydrolyseprodukte vorgenommen werden.






1 Einleitung

Carbonsaureester finden als Aromastoffe und Bestandteile von Lebensmittelverpackungs-
material seit vielen Jahren breite Anwendung. Die toxikologische Bewertung dieser Substanzen
wird seit Jahrzehnten durch verschiedene internationale Gremien diskutiert. Hierbei stehen jene
Substanzen im Vordergrund, die bei der Herstellung von Lebensmitteln als Aromastoffe
verwendet werden. Bei der toxikologischen Beurteilung dieser Verbindungen spielt die
Hydrolysierbarkeit eine bedeutende Rolle.

Die Kriterien fir die toxikologische Bewertung werden von verschiedenen internationalen
Komitees erarbeitet. Darunter sind Expertengremien wie das Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives (JECFA), das Committee of Experts on Flavouring Substances of the Council
of Europe (CE), das Scientific Committee for Food (SCF) der EU sowie internationale
Organisationen der Aromenindustrie wie die International Organisation of the Flavour Industry
(IOFI) in Europa und das Expert Panel of the Flavour and Extract Manufacturers Association of
the United States (FEXPAN).

Ein Ansatzpunkt ist die Fragestellung, ob a) grundsatzlich eine schnelle Hydrolyse von
Carbonsaureestern unterstellt werden kann oder ob b) auch mit der Moglichkeit einer
langsamen Hydrolyse gerechnet werden muss und ob c¢) die Hydrolysegeschwindigkeit anhand
der chemischen Struktur vorausgesagt werden kann oder ob dies im Einzelfall zu prifen ist.

Bei vielen Estern ist nach der oralen Aufnahme in den Organismus mit einer schnellen
Hydrolyse im Verdauungstrakt zu rechnen, so dass die Bewertung auch anhand der
Hydrolyseprodukte moglich ist. Bisherige Untersuchungen haben allerdings gezeigt, dass die
hydrolytische Spaltung in einzelnen Fallen nur langsam verlauft und somit eine teilweise
Resorption der unveranderten Ester im Magen-Darm-Trakt nicht ausgeschlossen werden kann.
Dies ware toxikologisch nur dann zu vernachlassigen, wenn in der Folge beim Durchtritt durch
die Schleimhaut, im Blut oder in der Leber eine rasche Hydrolyse erfolgen wirde und die
gebildeten Alkohole und Carbonsauren toxikologisch unproblematisch sind. Die
Geschwindigkeit der Hydrolyse durch in Geweben vorkommende Carboxylesterasen ist jedoch
bei den einzelnen Estern unterschiedlich und wird von deren chemischer Struktur beeinflusst
(Basak et al., 1997; Dahl et al., 1987; Grundschober, 1977; Longland et al., 1977; McCracken,
1993a; Savary & Constantin, 1970; Savary, 1972).

Im Fachbereich , Toxikologie der Lebensmittel und Bedarfgegenstande® des Bundesinstituts fur
Risikobewertung (friher BgVV, Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterinarmedizin) in Berlin werden seit 1998 Grundlagen zur Methodenentwicklung verschie-
dener in vitro Hydrolysestudien erarbeitet. Der Schwerpunkt dieser Dissertation liegt in der
Bewertung der enzymatischen Hydrolysierbarkeit verschiedener Carbonsaureester in Human-
und Rattenplasma durch Nachweis von Struktur-Wirkungsbeziehungen.

Es werden 15 Carbonsaureester aus 3 Strukturklassen ausgewahlt: Ethylester mit linear unver-
zweigtem Acylrest verschiedener Kettenlange, Ethyl- und Benzylester mit verzweigtem und/oder
aromatischem Acyl- und/oder Alkylrest sowie Ester mit identischer Summenformel und unter-
schiedlicher chemischer Struktur. Anhand der pharmakokinetischen Variablen spezifische
Hydrolyseaktivitét, Halbwertzeit und Michaelis-Menten-Parametern sollen allgemeine Aussagen
zu chemischer Struktur und Hydrolysierbarkeit abgeleitet werden.






2 Theoretische Grundlagen

2.1 Struktur und Reaktivitat von Carbonsaureestern

2.1.1 Allgemeines

Carbonsaureester sind Carbonylverbindungen, deren Reaktivitat auf der leichten Polaritat ihrer
Carbonylgruppe beruht. Sie wird hervorgerufen durch den negativen induktiven Effekt des
Sauerstoffatoms. Die Carbonylgruppe besitzt am Kohlenstoffatom elektrophile und am
Sauerstoff nucleophile Eigenschaften. Die an die Carbonylfunktion gebundenen Acyl- und
Alkylgruppen bestimmen die Polaritat (Carbonylaktivitat) und damit die Reaktivitat des Esters.

Im Vergleich zu anderen Carbonylverbindungen weisen Ester eine mittlere Carbonylaktivitat auf.
Bei Abwesenheit eines Katalysators (Saure, Base oder Enzyme) zeigen sie im Wassrigen eine
trage Reaktionsbereitschaft. Die Nucleophilie des Wassers ist so gering, dass der erste Schritt
einer Solvolyse, die Addition des Nucleophils an des Carbonylkohlenstoffatoms, mit kaum
messbarer Geschwindigkeit ablauft.

Sauer oder alkalisch katalysierte Hydrolysen verlaufen dagegen rasch. Der Mechanismus
beider Solvolysearten ist in der Vergangenheit umfangreich untersucht worden (Loudon, 1988;
Streitwieser, 1994). March gibt eine anschauliche Klassifikation der acht maoglichen
Mechanismen bei der alkalischen und sauren Esterhydrolyse. Es werden, in Abhangigkeit von
der Primar-, Sekundar- oder Tertiarstruktur des Alkoholrestes, die Alkylspaltung (Sy1- oder Sy2-
Mechanismus) und Acylspaltung (Sy1-Mechanismus oder Bildung eines tetraedrischen
Intermediats) unterschieden (March, 1985).

2.1.2 AQualitative Parameter

Polare Substituenteneinfliisse werden durch Elektronegativitatsunterschiede zwischen den Ele-
menten hervorgerufen und bestimmen so die Polaritat der Bindung zwischen Substituent und
Carbonylkohlenstoffatom. Induktive (I-) Effekte treten zwischen Bindungen mit sp®-hybridisierten
Kohlenstoffatomen auf. Substituenten, die das Bindungselektronenpaar starker anziehen als
das Wasserstoffatom, entfalten einen -I-Effekt, umgekehrt einen +I-Effekt. Faktoren wie Ladung,
Elektronegativitat, Sattigungsgrad des Substituenten bestimmen die Starke des Effektes.

Sind die Substituenten an sp?- oder sp-hybridisierte Kohlenstoffatome gebunden, so sind neben
o- auch n—Bindungen betroffen. Hier treten zusatzlich Resonanzeffekte (M-Effekt) auf. lhre
Grolie wird neben Ladung und Elektronegativitat vor allem durch die Fahigkeit des Substitu-
enten zur inneren Mesomerie bzw. Resonanz bestimmt. Elektronenakzeptor-Substituenten (-I-
und —M-Effekt) positivieren das Reaktionszentrum, stabilisieren Anionen und vergréf3ern die
Reaktionsgeschwindigkeit, wenn im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion ein
Anion entsteht. Damit ist die Bereitschaft eines Angriffs durch nucleophile Reagenzien erhoht.

Sterische Effekte werden durch volumindse Substituenten hervorgerufen und beeinflussen
vorwiegend in a—Position die Reaktivitdt der Carbonylfunktion (Barton et al. 1994). Mesome-
riehinderung tritt auf, wenn die an der Konjugation beteiligten Atome gehindert werden, in einer
Ebene zu liegen und damit der M-Effekt gemindert ist.
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Wird das Reaktionszentrum durch benachbarte Substituenten sterisch abgeschirmt, verringert
sich die Geschwindigkeitskonstante (F-strain-Effekt). Der B-strain-Effekt beschreibt mit der
Beschleunigung bzw. die Vergroflerung der Geschwindigkeitskonstante durch sterische
Spannungen im Edukt einen entgegengesetzten Effekt, der vor allem auf der dem
Reaktionszentrum abgewandten Seite wirksam ist. Ein Mal} fur die ausgelbte Abschirmung ist
die sterische Substituentenkonstante Es. Je raumflllender die Substituenten sind, um so
negativer wird Es und desto langsamer verlauft die Hydrolyse des entsprechenden Esters.
Damit steigt der Wert firr die Freie Reaktionsenthalpie AH*, da AbstoRungskrafte auf dem Weg
zum Ubergangszustand iberwunden werden miissen; die freie Aktivierungsenthalpie AS* wird
negativer. Beide Parameter bewirken Uber die Gibbs-Helmholtz-Gleichung eine Erhéhung der
Freien Aktivierungsenthalpie AG”.

Der Einfluss des van der Waals Volumens wurde anhand der Hydrolyse von Ethylestern
diskutiert (DeTar, 1976 und 1976a; Moriguchi, 1977).

Nachbargruppeneffekte werden bei nucleophilen Substitutionsreaktionen, besonders bei Sol-
volysen, beobachtet. B-standige Gruppen erhdhen im Vergleich zu unsubstituierten Verbind-
ungen die Reaktionsgeschwindigkeit (anchimere Beschleunigung), die bei Reaktionen am
Chiralitatszentrum haufig mit der Retention der Konfiguration einhergeht.

Stereo-elektronische Effekte treten insbesondere beim Sy2-Mechanismus auf. Diese synchron
ablaufende Hydrolyse ist gekennzeichnet durch einen acyclisch aktivierten Komplex. Die Freie
Aktivierungsenthalpie AG* ist gering, wenn sich die Elektronen, die an der Produktbildung
beteiligt sind, von der austretenden Gruppe abgewandten Seite nahern.

Die Ausbildung von polaren oder ionischen Ubergangszustéanden kann bei nucleophilen Substi-
tutionsreaktionen durch Solvatation behindern werden. Die Struktur des Ld&sungsmittels
korreliert mit den Geschwindigkeitskonstanten von nach dem Sy1-Mechanismus verlaufenden
nucleophilen Substitutionsreaktionen am gesattigten Kohlenstoff (Grunwald & Winstein, 1948).

2.1.3 Quantitative Parameter

Im Vordergrund der Betrachtungen steht die Theorie des Ubergangszustandes. Der reaktivitats-
bestimmende Parameter ist die Freie Aktivierungsenthalpie AG*. Sie bestimmt die Geschwindig-
keitskonstante einer chemischen Reaktion. Die Gesetze der chemischen Kinetik, wie Arrhenius-
und Eyring-Gleichung, beschreiben den Zusammenhang zwischen AG”, Freier Reaktions-
enthalpie AgH*, Aktivierungsenergie E, und -entropie AS* sowie dem préexponentiellen Faktor
der Arrhenius-Gleichung (A). A steht dabei fur sterische Anforderungen beim Aufbau des
Ubergangszustandes (Ghanayem et al., 1985; Hansch & Leo, 1979; Wilson & Famini, 1991).

Der M-Effekt kann quantitativ mit Hilfe der Hammett-Gleichung beschrieben werden. Sie
beschreibt die lineare Abhangigkeit zwischen logarithmierter Geschwindigkeitskonstante und
Dissoziationskonstante einer chemischen Reaktion von para- oder meta-substituierten
Benzderivaten in bezug auf die unsubstituierte Verbindung (Hammett, 1937). Induktive Substitu-
entenkonstanten sind ein quantitatives Mal fiir den induktiven Effekt.
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Gemaly der Taft-Gleichung gilt, dass Reaktionen mit positiven Reaktionskonstanten durch
Substituenten mit -I-Effekt beschleunigt und mit +l|-Effekt verlangsamt werden und
kennzeichnen den Einfluss a-standiger Substituenten auf die Reaktivitat aliphatischer
Verbindungen (Taft, 1952).

2.2

Carboxylester spaltende Enzyme werden den Hydrolasen zugeordnet und werden gemafy dem
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-
IUBMB, 2002) in der Enzym-Klasse EC 3.1 ,Esterbindungen spaltende Enzyme*®
zusammengefasst. Hydrolasen kommen beim Menschen und Saugetier ubiquitar in
verschiedenen Geweben und Korperflissigkeiten vor. Sie weisen eine breite, sich oftmals
Uberschneidende Substratspezifitdt und hydrolytische Aktivitat auf (Mentlein & Heymann, 1984;
Indou et al., 1980). Eine hohe Aktivitat besitzen Leber, Niere, Blut, Gastrointestinaltrakt, Lunge,
Gehirn und Pankreas (Buchwald & Bodor, 2000; Satoh & Hosokawa, 1998; Silverman, 1999).
Wichtige Vertreter dieser Enzymklasse sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Klassifizierung esterspaltender Enzyme

Tab. 1: Auswahl der wichtigsten esterspaltenden Hydrolasen
Gruppe EC Nr. Systematischer Name Trivialnamen Vorkommen Typische Substrate
gemal NC-IUBMB (2002) (Auswahl)
Esterasen 3.1.1.1 Carboxylesterase unspezifische menschliche und aliphatische Ester mit
Carboxylesterase, tierische Gewebe, geringem Molekulargewicht;
Aliesterase, Uberwiegend in xenobiotische Ester
B-Esterase Leber und Blut
3.1.1.2 Arylesterase Arylesterhydrolase, Plasma und aromatische Ester
A-Esterase Erythrozyten
3.1.1.6 Acetylesterase Acetylesterase, menschliche und Acetylester
C-Esterase tierische Gewebe
Lipasen 3.1.13 Triacylglycerollipase Lipase, menschliche und Ester mit héherem Molekular-
Triglyceridlipase tierische Gewebe, gewicht; wasserunlésliche und
Uberwiegend in an Supramolekﬂle1
Pankreas gebundene Fettsaureester;
Triglyceride; Lipidmobilisation
in Saugetierzellen; Hydrolyse
und Resorption von Fettsau-
reestern aus der Nahrung in
den Blutkreislauf
3.1.1.13  Sterolesterase Cholesterylesterase, Pankreas und Leber Hydrolyse und Resorption von
Acetylcholinlipase Fettsaureestern aus der
Nahrung in den Blutkreislauf;
Lipoproteinmetabolismus;
Sterolester
3.1.1.34  Lipoproteinlipase Diglyceridlipase, menschliche und adipdse Aufnahme von
Clearingfaktor tierische Gewebe, Fettsduren; an Proteine
Herz und adip&ses gebundene neutrale
Gewebe Triglyceride
Cholin- 3.1.1.7 Acetylcholinesterase Echte menschliche und Acetylcholin; Acetyl-a-methyl-
esterasen Cholinesterase, tierische Gewebe, cholin und andere Acetylester
Cholinesterase | neuronales Gewebe
und Erythrozyten
3.1.1.8 Butyrylcholinesterase Pseudo- oder menschliche und xenobiotische Ester im Blut,

unspezifische
Cholinesterase,
Cholinesterase Il

tierische Gewebe,
Blutplasma

Cholinester

Quelle: Quinn (1999), Schomburg & Salzmann (1991), Walker (1985), Williams (1985)

'2B. Lipoproteine, Eiweile, Micellen, Membranen, intrazellulare Lipideinschliusse
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Die Esteraseaktivitdt von Proteinen am Beispiel von Albumin in Humanplasma gegenuber
Phenylestern beschreiben Means & Bender (1975), Ohta et al. (1983) sowie Rainsford et al.
(1980). Neben der Esterspaltung katalysieren Hydrolasen auch den enzymatischen Abbau von
Peptiden, Amiden und Halogeniden. Die Tatsache, dass diese Enzyme sowohl Ester- als auch
Nicht-Esterbindungen spalten kdénnen, weist auf die Problematik einer systematischen
Klassifikation hin.

Als veraltet gelten daher die von Aldridge (1953) und Augustinsson (1963) beschriebenen
Klassifizierungen. Sie werden der breiten und sich (berlappenden Substratspezifitat der
Esterasen nicht gerecht. Die Klassifikation nach Aldridge basiert auf der Interaktion von Enzym
und Organophosphaten. Dieser einfache Ansatz teilt die Esterasen in A-Esterasen (hydroly-
sieren Organophosphate), B-Esterasen (Inhibierung durch irreversible Phosphorylierung der
Serin-Hydroxyl-Gruppe im aktiven Zentrum) und C-Esterasen (keine Wechselwirkung) ein.
Augustinsson unterteilte die Hydrolasen in Aliesterasen (aliphatische Substrate), Arylesterasen
(aromatische Substrate) und Cholinesterasen (Cholinester).

Junge zeigte bereits 1973, dass eine eindeutige Unterscheidung zwischen Ali- und
Arylesterasen nicht madglich ist. Walker & Mackness (1989) diskutierten die Fragestellung, wie
aktiv die hydrolytische Aktivitat eines Proteins sein muss, um als Esterase bezeichnet zu
werden. Sie empfehlen eine neuartige Einordnung, die auf den Eigenschaften der
aufgereinigten Enzyme in Verbindung mit ihrem Vorkommen in verschiedenen Spezies basiert.

Williams (1985) klassifizierte die Esterasen in Cholin-, Carboxyl- und Arylesterasen. Darlber
hinaus wird zwischen der Hydrolyse durch Carboxylesterasen (Arylesterasen und
Cholinesterasen) und Lipasen (Acetylesterasen und Acetylcholinesterasen) unterschieden. Eine
der jungsten Esterase-Klassifizierungen stammt von Satoh & Hosokawa (1998). Sie legen drei
.Hauptfamilien® flr esterspaltende Enzyme fest: Phospholipasen (maximale Aktivitat bei
neutralem pH-Wert sowie Aktivierung durch Calciumionen und Lewis-Sauren), o/f-Hydrolasen
(Serin-Esterase mit Serin, Histidin, Asparaginsaure oder Glutaminsaure im aktivem Zentrum)
sowie Sédure-Lipasen (Lysosome der Zellen in Magenflissigkeit, Maximalaktivitat bei pH 2 bis 5,
Thiolfunktion von Cystein im reaktiven Zentrum). Die weiterfiihrende Differenzierung anhand
von Unterfamilien basiert auf der Identifizierung der Aminosauresequenz von Isoenzymen sowie
auf einer speziesabhangigen Unterteilung.

In den letzten Jahren hat sich in der Literatur die NC-IUBMB -Nomenklatur (2002) zu Recht
durchgesetzt. Sie verbindet eine numerische Systematik mit einer der Substratstruktur
entlehnten Bezeichnung und wird entsprechend in dieser Arbeit angewendet.

2.3 Zum Metabolismus von Carbonsaureestern

Der Metabolismus von exogenen Verbindungen hangt vom Aufnahmeweg der Substanzen ab.
Neben der Verwendung in Lebensmitteln werden Ester in kosmetischen Mitteln als duftgebende
Komponenten eingesetzt. Vorkommen und Verwendung der fir diese Studie relevanten
Verbindungen zeigt Anhang | (Tab. 27 und Tab. 28). Carbonsaureester, die Uber kosmetische
Mittel auf die Haut gelangen, kénnen durch die Epidermis diffundieren oder durch Schweil3-
drusen und Haarbalge in den Organismus eindringen.
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Das Haupthindernis dabei ist die Hornschicht der Oberhaut (Stratum corneum), die nur einen
geringen Wasseranteil besitzt und so vornehmlich fir lipophile Verbindungen, wie etwa
Carbonsaureester, durchlassig ist. Wegen der Dicke der Hornhaut (ca. 10 um) werden diese
Stoffe nur sehr langsam aufgenommen (Dekant & Vamvakas, 1994). Wir setzen in unserer
Studie voraus, dass die relevanten Verbindungen im wesentlichen dber Nahrungsmittel, also
Uber den Magen-Darm-Trakt aufgenommen werden.

Carbonsaureester werden wie alle lipophilen Substanzen schlecht ausgeschieden. Nach der
Aufnahme werden sie groltenteils mit dem Blut Gber die Pfortader direkt zur Leber transportiert.
Die Epithelzellen der Darmwand und der Leber besitzen in hohem Male die Fahigkeit,
Fremdstoffe umzuwandeln und abzubauen (first pass effect). Erst nach dem Passieren der
Leber gelangen die Stoffe oder ihre Stoffwechselprodukte Uber den Blutkreislauf zu den
verschiedenen Organen. Im Magen-Darm-Trakt erfolgt die Resorption GUber Membranen, die
primar fur lipophile Substanzen passierbar sind. Der Transport in Blutkapillaren und Membranen
geschieht passiv entlang eines Konzentrationsgefalles und wird zusatzlich durch Poren und
Carriermolekule erleichtert. Aufgrund der schlechten Léslichkeit von Carbonsaureestern erfolgt
die Interaktion an Membranen hauptsachlich durch Serumalbumine und Lipoproteine (Bird et
al., 1996). Verschiedene enzymatische Systeme katalysieren die metabolische Umwandlung in
wasserldsliche Verbindungen, wodurch die Ausscheidung Uber den Harn beschleunigt wird.
Enzymatisch katalysierte Hydrolysereaktionen setzen den korrespondierenden Alkohol und die
Carbonsaure frei. Die wichtigsten freisetzenden Gewebe dabei sind Leber, Niere, Biut,
Gastrointestinaltrakt, Lunge, Gehirn und Pankreas (Buchwald & Bodor, 2000;
Satoh & Hosokawa, 1998; Silverman, 1999).

G_c'rem LCFA

Fettgewebe

unverestert
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Darmlumen Darmepitheizelle

MCFA = Mittelkettige Fettsduren LCTG = Langkettige Triglyceride FA = Fettsduren

LCFA = Langkettige Fettsduren LCMG = Langkettige Monoglyceride Chylomikronen/
@ = Lipoproteine

Abb. 1: Metabolismus der kurz- und mittelkettigen Fettsduren im Vergleich zu dem der
langkettigen (nach Jahreis & Bochmann, 1998)

Hydrolasen werden der Phasel des Fremdstoffmetabolismus zugerechnet (Dekant &
Vamvakas, 1994; Schafer & Marquardt, 2004). Die Esterhydrolyseprodukte werden nach dem
Durchlaufen des Phase Il - Metabolismus ausgeschieden. Der Metabolismus des Acylrests ist
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abhangig von der chemischen Struktur der jeweiligen Carbonsaure. Jahreis und
Bochmann (1998) beschreiben Transport und Resorption hydrophober, langkettiger Fettsduren
(> 10 C-Atome) sowie kurz und mittelkettiger Fettsauren (Abb. 1).

Im ersten Schritt werden Carbonsauren von den freisetzenden Geweben an das Blut abge-
geben und an Serumalbumin gebunden. Nach der enzymatischen Aktivierung im Cytoplasma
werden die Fettsdauren der p—Oxidation in den Mitochondrien zugefuhrt. Linear geradkettig
unverzeigt geséttigte Fettsduren werden dabei durch sukzessive Acetyl-CoA-Abspaltung
abgebaut, das anschlieRend dem Tricarbonsaurecyclus zugefiihrt wird. Bei ungeradkettigen
Fettséduren verbleibt ein Propionyl-CoA, das in freies Succinat Uberflhrt wird und ein Intermediat
der Tricarbonsaurecyclus darstellt. Die Metabolisierung von ungesattigten Fettsduren mit cis-
Konfiguration erfordert die reversible Umlagerung durch Enoyl-CoA-Isomerase.

Kurz- und mittelkettige Fettsduren werden unverestert zur Leber transportiert und dort Carnitin-
unabhangig oxidiert, woraus eine schnelle Plasmaclearance resultiert. Langkettige Fettséduren
werden dagegen in Darmzellen zu Triglyceriden umgesetzt. Sie gelangen durch Assoziation mit
Chylomikronen Uber die Lymphe in die Leber. Nach partieller Oxidation wird der Hauptteil in
Lipoproteinen reassimiliert und zwecks Deposition im Fettgewebe gespeichert (Abb. 1).

Ein Schwerpunkt unserer Studie ist die Bewertung der Hydrolysierbarkeit verschiedener
Fettsaureethylestern (FAEE), die als Aromastoffe eingesetzt werden. Sie stellen wichtige
endogene Stoffwechselprodukte des oxidativen und non-oxidativen Ethanolstoffwechsels dar
(Abb. 2). In der Regel findet der oxidative Weg Uber die Acetat- und weiter Acetyl-CoA-Bildung
statt. Letzteres wird anschlielend zur Energiegewinnung in den Tricarbonsdurecyclus
eingeschleust. Die Phosphatidylethanol-Bildung tber den beschriebenen nicht-oxidativen Weg
ist als Alkoholismus-Marker bei tUbermafigem Alkoholkonsum von Bedeutung und wird an
dieser Stelle nur der Vollstandigkeit halber erwahnt (Aleryani, 1996; Gorski, 1996; Haber, 1993).
Heute werden FAEE als Ursache alkoholinduzierter Organschaden vor allem an Pankreas,
Leber und Herz angesehen. Schadigungen kénnen durch Einlagerung von FAEE in biologische
Doppelmembranen eine Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung auslésen, zur Erhdhung
der Lysosomenfragilitdt beitragen sowie die Hemmung der Proteinsynthese und
Zellwucherungen bewirken (Lange, 1981; Hungund et al., 1988; Gorski, 1996; Haber, 1993;
Hungund, 1988; Laposata, 1999).

Oxidative Non-oxidative
Ethanol
Alcohol
Dehydrogenase Fatty FAEE
Acid Synthase
Microsomal
Ethanol
Oxidizing System
Fatty Acid
A Catalase Ethyl Ester

Acetaldehyde
Phosphatidylcholine Phosphalipase D
Aldehyde
Dehydrogenase

Y Phosphatidylethanot

Acetate

Abb. 2: Oxidativer und nicht-oxidativer Ethanolmetabolismus beim Menschen (nach Laposata,
1997)
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Als Acylrest fiir endogen gebildete Ethylester wurden Uberwiegend Ol-, Palmitin- und Stearin-
saure, in geringerer Konzentration Linol- und Arachidonsaure nachgewiesen (Bernhardt et al.,
1996; Bird et al., 1999; Dan & Laposata, 1997; Doyle et al., 1994 und 1996). Die Praferenz zur
Synthese von Ethylestern mit OI- und Linolséure im Acylrest wurde von Hungund et al. (1988)
beschrieben. Besonders nach erhdhtem Alkoholkonsum werden FAEE durch Wirkung spezifi-
scher Synthasen und unspezifischer Esterasen aus Ethanol, freien Fettsduren, Phospholipiden
und Triglyceriden gebildet (Saghir et al., 1999).

FAEE sind stark lipophile Verbindungen, die eine geringe Ld&slichkeit im wassrigen Medium
besitzen. Sie zirkulieren Uberwiegend an Phospholipide (LDL), Triglyceride, Cholesterinester
oder in geringerem Malde an Albumin gebunden im Blutkreislauf (Doyle et al., 1994; Laposata et
al., 1995; Szczepiorkowski et al., 1995; Teruya et al., 1995). Auf zellularer Ebene wurden
Wechselwirkungen zwischen Ethylestern und Zellmembranen nachgewiesen. Die dabei stattfin-
dende Ausrichtung des polaren Alkylrestes hin zum wassrigen Medium gewahrleistet eine
Orientierung der Estercarbonylfunktion in die flir Esterasen favorisierte Position, so dass die
esterasekatalysierte Hydrolyse an der Lipid-Wasser-Grenzflache stattfinden kann (Bird et al.,
1999). Neben den Isoformen der cytosolischen und mikrosomalen FAEE-Synthase besitzen die
unspezifische Lipoprotein-Lipase, Carboxylesterase, Carboxylester-Lipase und Cholesterin-
Lipase Synthaseaktivitat. Sie sind Uberwiegend in Leber, Pankreas, Fettgewebe, verschiedenen
Hirnregionen und Leucozyten lokalisiert (Aleryani et al., 1996; Gorski, 1996; Laposata, 1999;
Manautou & Carlson, 1991). Fur hochgereinigte FAEE-Synthase beim Menschen wurde eine
spezifische Aktivitat von 40 + 2,5 ymol /ming Protein nachgewiesen (Riley et al., 1990). Abb. 3
zeigt eine mit zunehmender Carbonsaure-Konzentration zunehmende FAEE-Synthaseaktivitat
des hochgereinigten Enzyms. Ein Abfall der Enzymaktivitdt wurde nach dem Erreichen der
optimalen Substratkonzentration fiir Linolen- und Olsdure ab ca. 1 mM beobachtet.

FAEES Activity (nmol/mg/hr)

[Substrate] mM

Abb. 3: FAEE-Synthaseaktivitat bei der Bildung von Ethylestern (nach Riley et al., 1990)

(e) Linolensaure; (O) Olsaure, (m) Arachidonséaure, (A) Palmitinsdure, (A ) Stearinsdure; Reaktionsbedingungen: 37°C, 1.5 M
Ethanol in Phosphat-Puffer (60 mM; pH 7,2)

Weibliche Probanden zeigten gegeniiber mannlichen bei identischer Ethanol-Aufnahme eine
signifikant hdhere endogene FAEE-Konzentration (Soderberg, 1999). Diese geschlechts-
spezifischen Unterschiede beruhen auf dem bei Frauen verminderten first-pass-Metabolismus,
woraus ein erhdhter Transport von Ethanol vom Gastrointestinaltrakt ins Blut resultiert. Die
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Wiederveresterung der freien Fettsduren (FFA) zu Phospholipiden und Triglyceriden erfolgt im
Korper fir gewohnlich rasch; nach ca. 3 Stunden waren 90 % der FFA umgesetzt
(Szczepiorkowski et al.,, 1995). Hungund et al. (1995) ermittelten in Rattenplasma fir
Ethyllineoat nach 10 min eine in vivo und in vitro Umsatzrate von 75 % und 99 %. FAEE werden
auch im adipésen Gewebe gespeichert und schrittweise in den Blutkreislauf abgegeben. Auf
diese Weise kdnnen Fettsaureethylester langere Zeit im Korper zirkulieren (Saghir et al., 1997).
Laposata et al. (1989) bestimmten im Fettgewebe von Ratten eine Halbwertzeit von 16 + 1,6
Stunden.

Verschiedene Studien zeigen eine Korrelation von Ethanolaufnahme und FAEE-Synthese. Die
in vivo Studie von Dan & Laposata 1997 illustriert die FAEE-Bildung beim Menschen. Die
Ethanolaufnahme bis zu einer Konzentration im Vollblut von 0,12-0,15 g% (26-33 mM) fUhrte zu
einer mittleren FAEE-Konzentration von 1,8 yM FAEE im Serum. Doyle et al. (1994 und 1996)
stellten 2 Stunden nach der Ethanolaufnahme (0,07 - 0,10 g% Vollblut) eine FAEE-Konzentra-
tion von durchschnittlich 0,30 uM im Blut fest. Die Ethanolaufnahme durch Probanden bis zu
einer Konzentration von 26-32 mmol/L Vollblut fihrte nach 100 min zu einer maximalen Serum-
FAEE-Konzentration zwischen 1,25 und 3 yM. In Humanserum wurde in vivo fir FAEE eine
Eliminations-Halbwertzeit von 173 min sowie eine terminale Halbwertzeit von 693 min bestimmt.

24 Verlauf der enzymatisch katalysierten Esterhydrolyse

2.41 Mikroskopische Betrachtung

Der mikroskopische Ansatz befasst sich mit der Beschreibung von mechanistischen und
intermolekularen Aspekten beim Ablauf einer enzymkatalysierten Reaktion. Die nichtenzy-
matische und séurekatalysierte Esterspaltung verlauft in Abhangigkeit von der Molekulstruktur
als nucleophile Substitutionsreaktion unter Acyl- oder Alkylspaltung (Abb. 4). Die chemische
Struktur der Acyl(R")- und Alkyl(R?)-Reste des Esters bestimmen den Ablauf der Hydrolyse als
mono- (Sy1) oder bimolekulare (Sy2) nucleophile Substitution.

R1=Acyl =Fettsdurerest (')'
2= =
R2 = Alkyl = Alkoholrest sz-_ C-OR2
R!
Tetrahedral
0 intermediate
Il + H0 RICOH + R2OH

R~ or? \ /

R!—C=0* + R20-
Acylium
ion

Abb. 4: Schematische Darstellung der esterasekatalysierten Hydrolyse von Carbonsaureestern
(nach Quinn et al., 1999)
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Vom Methyl- zum tert-Butylsystem im Alkyl-Rest wéachst die Tendenz zur Sy1-Reaktion unter
Spaltung der Alkyl-Sauerstoff-Bindung. Im Ubergangszustand (UZ) erfolgt hier die Bildung eines
Acylium-lons. In entgegengesetzter Richtung steigt die Tendenz zur Spaltung der Acyl-
Sauerstoff-Bindung unter Bildung eines tetrahedralen Intermediats. Dieser Sy2-Mechanismus
l&uft bevorzugt bei primaren oder sekundaren Alkyl-Resten ab. Unabhangig von strukturellen
Eigenschaften der Substituenten muss bericksichtigt werden, dass beim natlrlichen
Metabolismus exogener oder endogener Estermolekiile tertiare Alkyl-Reste nur von
untergeordneter Bedeutung sind (Baton & Ollis, 1979; Beyer & Walter, 1984; March, 1985;
Trotta, 1995).

Mechanistische Aspekte der esterasekatalysierten Hydrolyse wurden anhand verschiedener
Modelle interpretiert, die im Zusammenhang mit der nichtenzymatischen Saurekatalyse zu
betrachten sind und Grenzfalle darstellen. In der Zelle findet ein Mechanismus statt, der als
Mischform der beschriebenen Reaktionsverlaufe anzusehen ist. Intermolekulare Aspekte der
Hydrolyse wurden nach Quinn et al. (1999) als Acyl-Enzym-Mechanismus dargestellt. Die
Reaktion verlauft gemal Abb. 5 in drei aufeinander folgenden Stufen: nichtkovalente Enzym-
Substrat-Bindung, Acylation und Deacylation (Williams, 1989; Greenzaid, 1971).

Glu 335 His 448
Glu33s His 448 | Ha
H,‘,c/ Hg(‘\ Ser 203
S O
C—0~--H-N | — 0 =NY,
({/ =N:) ,CH2 H 1 ’.'H—/N\
*H-0 L R
nucleophiiic attack ( R—0 C‘-(JO,\ Gly123
o] .
G Tetrahedral H
H_O—c‘,\{) [lntermediate] N
Gly124
Glu33s His 448 HO | o ass Hi; 448
l Hzc/ H HoC
HZC\ Ser 203 2 Ser 203
/50 HNTN //C—O'"-H—r\—\
g \=u‘) }Hz R-OH 4 =N, fHe
X “
JAVS %
H C\R Acyl-enzyme R’ C\R
nucleophiliic attack Complex
Glu 335 His 448 Glu33s His 448
Hzc/ Ha
e /g Ser 209 HgC\ % Ser 203
—0=--H-N C—0--H-N"N
O/, \'—"-N! ICI:HZ Q 0,’ b‘_:N. }Hz
H “H—0
N P
Tetrahedral 1o 4—3 o—
Intermediate H C\R
Abb. 5: Mechanismus der Esterhydrolyse durch Carboxylesterase EC 3.1.1.1 (nach Satoh &

Hosokawa, 1998)
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Der substantielle Nachweis von Acylierung und Deacylierung wurde erstmals durch Froede und
Wilson (1984) geflihrt. Beide Reaktionsstufen durchlaufen den energiereichen Uber-
gangszustand des tetrahedralen Intermediats, der in der Regel mit gleichen Anteilen am
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Gesamtreaktion beteiligt ist (McClelland, 1983;
Niyaz Khan, 1982). Das reaktive Zentrum der Esterasen stellt eine hydrophobe Tasche dar,
deren Aminosauren in einer stark apolaren Umgebung eingebettet sind, so dass die Reaktion
praktisch im wasserfreien Milieu ablauft.

Abb. 5 zeigt, dass die katalytische Wirksamkeit auf der Funktion der Aminosauren Serin-
Glutaminsaure-Histidin in Verbindung mit vier Cystein-Resten, welche die spezifischen Disulfid-
Bricken ausbilden, beruht (Buchwald & Bodor, 1999; Provencher et al., 1994 und 1994a;
Toone et al., 1990). Bildungs- und Zerfallsgeschwindigkeit werden durch induktive und sterische
Effekte sowie durch die Hydrophobizitat der Abgangsgruppe bestimmt (Jarv et al., 1976). Im
ersten  Reaktionsschritt des  konzertiert ablaufende  Mechanismus findet eine
Protonenubertragung vom Serin (Ser203) auf den Histidinrest (His448) statt. Der damit
verbundene nucleophile Angriff am Carbonylkohlenstoff des Esters flihrt zur Ausbildung des
tetrahedralen Intermediats. Der Ubergangszustand wird dabei durch die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen dem Carboxylat-Anion und dem Imidazol-Kation am Histidin-Rest, in
Verbindung mit Wasserstoffruckenbindung zu peptidischen Glycinresten (Gly123 und Gly124)
stabilisiert. Aus dem tetrahedralen Intermediat bildet sich der Acyl-Enzym-Komplex, indem der
protonierte Histidinrest ein Wasserstoffatom abgibt und im Anschluss der Alkohol als erstes
Hydrolyseprodukt abgespalten wird (Acylation). Die Deacylation fihrt unter dem Einfluss eines
Wassermolekiils Uber einen inversen Weg zur Abspaltung der Carbonsaure.

Starke Abgangsgruppen bedingen den konzertierten Verlauf des Protonentransfers sowie die
Bildung der neuen Carbonylfunktion (Lensink, 1999). Serin und Histidin fungieren als nucleo-
philes sdure-base-katalysierendes Element. Wasser kann als Reaktionsmedium Substrat und
Produkt gleichermalen sein. Es ist an der Ausbildung aller nicht-kovalenten Bindungen
beteiligt. Sein pH-Wert stabilisiert die charakteristische Proteinstruktur des Enzyms. Wasser
stort gleichermallen die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen, garantiert die
Reagenzdiffusion und ist beteiligt an der Einstellung der Gleichgewichtskonstanten der
chemischen Reaktion (Goldberg, 1990).

2.4.2 Phanomenologischer Ansatz

Die phanomenologische oder auch makroskopische Betrachtung des Reaktionsverlaufes lasst
mechanistische Aspekte wahrend des Reaktionsablaufs auf’er acht. In Abhangigkeit von der
Molekularitdt und Reaktionsordnung der enzymatischen Reaktion werden theoretische GrofRen
zur Beschreibung der Reaktionsgeschwindigkeit abgeleitet.

Die Molekularitdt beschreibt die Anzahl der Molekile, die an der Bildung des aktivierten
Komplexes beteiligt sind bzw. die Anzahl der Molekille, die miteinander reagieren muissen,
damit das Reaktionsprodukt entsteht. Die Reaktionsordnung leitet sich aus der Stochiometrie
der Gesamtreaktion in Verbindung mit dem Zeitgesetz ab, welches die beste Naherung des
Konzentrations-Zeit-Verlaufs beschreibt. Aus der Stéchiometrie geman Abb. 4 geht hervor, dass
Wasser als Losemittel an der Gesamtreaktion und an der Ausbildung der Solvathulle des akti-
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vierten Komplexes beteiligt ist. Wasser liegt in groBem Uberschuss vor; seine Konzentration
bleibt wahrend des gesamten Reaktionsverlaufs praktisch konstant.

Die esterasekatalysierte Esterspaltung ist somit eine Einsubstrat-Reaktion pseudomono-
molekulare Reaktion erster Ordnung, bei der aus einem Substrat zwei Produkte entstehen
(Buddecke, 1994; Holzhauer, 1995). Reaktionen erster Ordnung sind gekennzeichnet durch die
direkte Proportionalitit der Reaktionsgeschwindigkeit (dS/df) zur Konzentration der
Ausgangsstoffe (S).

as K S(t) Substratkonzentration zu einer beliebigen Zeit t
E ==kt k Geschwindigkeitskonstante der Reaktion
t Reaktionszeit

Durch Integration lasst sich bei bekannter Ausgangskonzentration (S;) zum Zeitpunkt =0
(Startzeitpunkt) die Konzentration zu einem beliebigen Zeitpunkt (¢) ermitteln.

- Sﬁ:kjdt
)

So

S Sy Substratkonzentration zum Zeitpunkt t,

—In—="FKt

S ty t = 0 (Startzeit der Reaktion)
0

Die Delogarithmierung des Integrationsergebnisses flhrt letztlich zur bekannten Form des
Konzentrations-Zeit-Gesetzes 1. Ordnung:

ki
S = SO e So Substratanfangskonzentration (Gleichung 1)

Die Reaktionsgeschwindigkeit der  Substratumsetzung wird als Abnahme der
Substratkonzentration dargestellt und hat allgemeine Bedeutung flur die Ausscheidung von
endogenen und exogenen Substanzen. Die phanomenologische Darstellung der homogenen
Esterhydrolyse als Gesamtreaktion leitet sich in Anlehnung an Abb. 5 wie folgt ab:

K K, Kis
E+8 =———= E ——_> ES ——_= E
P, P,
Acylierung Deacylierung

E (Enzym), S (Substrat), P4 (Produkt 1, Alkohol), P, (Produkt 2, Saure), ES (Enzym-Substrat-Komplex), ES" (Acyl-Enzym-
Komplex), kz:"(Geschwindigkeitskonstante Acylierung), ks (Geschwindigkeitskonstante Deacylierung). K, (Dissoziationskonstante)

Abb. 6: Phanomenologische Betrachtung einer esterasekatalysierten Esterhydrolyse

Die Geschwindigkeitskonstanten fir Acylierung und Deacylierung (k.2 und k.3) sind annahernd
gleich gro® und damit gleichermallen geschwindigkeitsbestimmend. Enzyme mit Histidin im
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aktiven Zentrum zeigen Konzentrationsabstufungen fur die Reaktionsgeschwindigkeit. Fur
verschiedene Substratanfangskonzentrationen wurden unterschiedliche Geschwindigkeits-
konstanten bestimmt, da jedes Enzym flir ein umzusetzendes Substrat eine spezifische Affinitat
besitzt (Buddecke, 1994; Kleber & Schlee, 1987; Lehninger, 2001). Der Einfluss der Substrat-
sattigung auf die Geschwindigkeit von Reaktionen erster Ordnung zeigt Abb. 7.

First order Michaelis Menten
v kinetics kinetics Zero order
1_Vm0x.[S] Vi ' [S] kinetics
) KS Ve KS+[S] Vo= Vmux
Vinax /""
|
|
| . .
| v v
] v = =
1 Y (S] [ES]
2 Vmcx ! 1+ —k; 1+ ]
| N
| “Adsorption term”
|
| /L
7/
Ks (S
Abb. 7: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit [v] von der Substratanfangskonzentration [S]

(nach Drauz & Waldmann, 1995)

Im Bereich einer geringen Substratanfangskonzentration S, verhalt sich die Reaktions-
geschwindigkeit v, proportional zu Sy. Im weiteren Verlauf geht die Hydrolyse in eine ,Reaktion
gemischter Ordnung“ Uber (v, steigt langsamer als S;). Bei weiterem Konzentrationsanstieg
nahert sich v, schlieBlich asymptotisch einem konstanten Wert und ist damit
konzentrationsunabhangig. Das Enzym ist nun substratgesattigt. In Bezug auf das Substrat
spricht man von einer Reaktion nullter Ordnung. Alle Enzyme weisen diesen Saturierungseffekt
auf. Die Konzentration, ab der bei einem Enzym Substratsattigung oder -hemmung einsetzt, ist
eine substratspezifische KenngrofRe, die von anderen Reaktionsparametern wie Temperatur
und pH-Wert beeinflusst wird. Zerfallt der Enzym-Substrat-Komplex sehr schnell, ist dieser
Schritt nicht mehr geschwindigkeitsbestimmend und Substratsattigung wird nicht beobachtet.

1902 beschrieben Brown und Henri diesen Effekt unabhangig voneinander und postulierten die
Enzym-Substrat-Wechselwirkung als reversible Reaktion, die unter Bildung eines Enzym-
Substrat-Komplexes stattfindet. Michaelis und Menten erweiterten diese Theorie 1913 mit der
Formulierung einer Gleichgewichtsreaktion fur die enzymatische Katalyse einer Ein-Substrat-
Reaktion und leiteten folgenden einfachen Ausdruck fur die Reaktionsgeschwindigkeit ab:

k, K,
ES — P+ E
K4 K

E + S

Reaktanten: E (Enzym), S (Substrat), ES (Enzym-Substrat-Komplex), P (Produkt), Geschwindigkeitskonstanten: k4 (Bildung von
ES), k.4 (Zerfall von ES), k; (Bildung von P); k. (Ruickbildung von ES aus E und P)

Abb. 8: Schema fir die Ein-Substrat-Reaktion nach Michaelis-Menten
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Als geschwindigkeitsbestimmender Schritt wird der Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes und
damit die Produktbildung angesehen. Auf dieser Grundlage gaben Briggs und Haldane 1925
eine allgemeine Formulierung fir die Geschwindigkeitsgleichung mit der Annahme eines
stationdren Zustandes (steady-state) an, in dem die Konzentration des Enzym-Substrat-
Komplexes [ES] konstant ist bzw. die Anderung seiner Konzentration mit Null angenommen
wird. Als Voraussetzung fir die Einstellung des steady-state muss die Anfangssubstrat-
konzentration Sy deutlich groRer sein als die des Enzyms (Sp >> E), so dass der Anteil des
enzymgebundenen Substrats vernachlassigbar klein ist.

Die enzymkatalysierte Reaktion verlauft wie folgt in drei Phasen: pre-steady-state, steady-state
sowie post-steady-state (Belitz et al., 2001): Das Enzym E reagiert intermediar mit dem Substrat
S zu [ES]. Der Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes unter Freisetzung des
Reaktionsprodukts [P] stellt dabei den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. Die
Geschwindigkeitsgleichung nach Michaelis-Menten beschreibt eine mathematische Beziehung
zwischen Initialgeschwindigkeit v; [Anderung der Konzentration je Zeiteinheit] und
Substratkonzentration S, [mol /L] fur die enzymkatalysierte Einsubstratreaktion auf Basis des
Massenwirkungsgesetzes. Die kinetische Betrachtung von Rohpraparaten oder biologischem
Material haben Michaelis und Menten durch eine Grenzwertbetrachtung das
Geschwindigkeitsgesetz relativiert:

V. S,

max

y, = Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 2)
K, +S,

Ist Sy so hoch, dass das Enzym gesattigt ist, das heifl3t im wesentlichen in [ES] gebunden
vorliegt, so wird die maximale Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion erreicht:

Fir den speziellen Fall v; = % V. gilt K, = S. Die Michaelis-Menten-Konstante K, entspricht
somit jener Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit halbmaximal ist. Der
K., -Wert hat die Dimension einer Konzentration [mol /L] und ist unabhdngig von der
Enzymkonzentration. Aus der hyperbelférmigen Korrelation zwischen v; und S, gemafy Abb. 7
(Eo = konstant) resultiert, dass nur fur sehr geringe Substratkonzentrationen (v; ~Sy) eine
Reaktion erster Ordnung vorliegt. Eine Erhoéhung der Substratkonzentration flihrt zu der
beschriebenen asymptotischen Ann&herung von v, — V... Der Ubergang in eine Reaktion
nullter Ordnung setzt erfahrungsgemaf bei Konzentrationen > 5K, ein (Rapoport, 1987).

Der hier beschriebene homogene Reaktionsablauf gilt nicht fir Substrate, die sehr schwer oder
nicht wasserldslich sind. Die heterogene Esterhydrolyse ist typisch flr durch Lipasen
katalysierte Reaktionen. Lipasen sind Esterasen, die eine Spaltung von Estern mit hoher Hydro-
phobizitat katalysieren (Goto, 2000). Das Substrat wird an die Lipid-Wasser-Grenzflache
sogenannter Supramolekiile gebunden. Abb. 9 zeigt die daflir erforderliche Erweiterung des
Michaelis-Menten-Modells.
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/r\‘\ E + Iy
“ ka | kp
/A‘\ E* + A
|
G)
/_‘\‘\ E* A
“ kg |l ks
/‘ﬁ‘\‘\ E* + P
E =enzyme in solution ~E* = enzyme at interface
A, P = interfacial substrate and product
E*A = interfacial Michaelis complex /4 = interfacial area
Abb. 9: Heterogene Esterhydrolyse durch Lipasen nach Michaelis-Menten (Quinn et al., 1999)

Dazu missen die Parameter Oberflache der Enzym-Interface-Wechselwirkung, Substratkon-
zentration je Oberflache sowie Reaktionsvolumen bertcksichtigt werden. Das Interface sym-
bolisiert hier das Supramolekil, an das der Ester gebunden wird. Das Enzym bindet spezifisch
an Tragermolekil und Substrat. Diese Wechselwirkung optimiert die katalytische Funktion und
Umsatzrate des Enzyms. Enzym-Substrat-Bindung und der Substratabbau laufen im Vergleich
zur Interface-Substrat-Bindung und  Substratnachlieferung schneller ab, so dass
Substratsattigung bei diesem Reaktionsmodell nicht erreicht werden kann (k1 > kz).

2.5 Pharmakokinetische Parameter

Die Kinetik beschreibt den zeitlichen Ablauf der Umsetzung eines Substrates. Durch Anwen-
dung von mathematischen Methoden auf beobachtete Messwerte lassen sich charakteristische
Grolen der Umsetzung bestimmen. Messwerte sind in Abhangigkeit von der Zeit ermittelte
Konzentrationen einer durch die Reaktion gebildeten oder umgesetzten Komponente.

2.5.1 Spezifische Hydrolyseaktivitat

Die Umsatzrate der enzymkatalysierten Carbonsaureesterhydrolyse im biologischem Medien
wie Blutplasma, Magenflissigkeit oder Leberhomogenat ist auf eine Vielzahl von Hydrolasen
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zurtckzufuhren. Der quantitative Parameter Hydrolyseaktivitdt beschreibt die Gesamtheit der
hydrolytischen Aktivitat eines enzymatischen Hydrolysemediums.

Die spezifische Hydrolyseaktivitit ist die umgesetzte Substratmenge pro Zeiteinheit und
Enzymmenge unter definierten Bedingungen (optimale Substratanfangskonzentration,
pH- und Temperaturoptimum, Aktivatoren). Die maximale Substratkonzentration ist dann
erreicht, wenn ein maximaler Substratumsatz je Zeiteinheit besteht. Kann aus methodischen
Grinden eine Sattigungskonzentration nicht eingestellt werden, so kann die Festsetzung einer
definierten Substratsanfangskonzentration als ausreichend angesehen werden (Hess, 1966).

Bedingung fir die experimentelle Durchfiihrung ist, dass sich Enzym- und Substratkonzen-
tration wahrend des Messzeitraumes kaum &ndern. Der Messzeitraum soll einerseits
hinreichend grof} sein, um einen Uber der Bestimmungsgrenze detektierbaren Substratumsatz
zu erhalten. Andererseits soll er so kurz als sein, um den unerwiinschten Einfluss der
Denaturierung mit fortschreitender Reaktionszeit zu minimieren. Das Substrat liegt gegentber
dem Enzym in groRem molarem Uberschuss vor (Faktor mindestens 110", Kleber et al., 1997)
und seine Konzentration bleibt so wahrend des Messzeitraums praktisch konstant.

Die Maleinheit der Hydrolyseaktivitat ist die Zunahme der Umsatzgeschwindigkeit des
Substrates, die von einer bestimmten Enzymmenge im Vergleich zur unkatalysierten Reaktion
bewirkt wird (Lottspeich & Zorbas, 1998). Bei der Angabe der spezifischen Hydrolaseaktivitat
bezieht man die molare Aktivitdt auf die Proteinkonzentration in der Hydrolysenldsung, die als
Mal fir die Enzymmenge im biologischen System angesehen werden kann.

2.5.2 Halbwertzeit

Die Halbwertzeit (ti2) ist ein wichtiger Kennwert chemischer Reaktionen und hat fir die
quantitative Beschreibung von physiologischen Abbauraten in der toxikologischen Bewertung
einen hohen Stellenwert. Sie ist definiert als jener Zeitraum, in dem eine zu Beginn
herrschende Substratkonzentration auf die Halfte abgesunken ist.

Nach Umformung und Integration von Gleichung 1 (Abschnitt 2.4.2) wird ein Term erhalten, der
fur die Reaktion erster Ordnung einen exponentiellen Abfall der Substratkonzentration mit der
Zeit beschreibt. Fir die Halbwertzeit gilt definitionsgemal S = Sy;/2 und damit:

In(2)
172 = I k: Geschwindigkeitskonstante der Reaktion 1. Ordnung (Gleichung 3)

Fur die Berechnung ist es notwendig, den Wert fur die Geschwindigkeitskonstante experimentell
zu ermitteln. Dazu wird der Abfall der Konzentration des Substrats oder die Zunahme an Edukt
wahrend des Hydrolyseverlaufs experimentell bestimmt. Die Logarithmierung der Messwerte
fuhrt zu einem linearen Plot, aus dessen Anstieg die Geschwindigkeitskonstante berechnet
werden kann (Chandler, 1992; Holtzhauer, 1995; Rappoport, 1987). Die Ableitung der Halbwert-
zeit erfolgt in unserer Studie in Anlehnung an die im Amtsblatt der EG Nr. L251/216 vom
19.09.1984 beschriebenen Methode. Wird der Term In (Sy/S;) gegen die Reaktionszeit f;
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graphisch aufgetragen, so ergibt sich aus dem Anstieg der linearen Trendlinie der Wert fUr die
Geschwindigkeitskonstante k [min™].

Im klinisch-pharmakologischen Bereich werden zur Beschreibung des vollstandigen
Substratabbaus die Eliminationshalbwertzeit, dominierende sowie terminale Halbwertzeit
unterschieden. Man geht davon aus, dass nach etwa 4 bis 5 Halbwertzeiten die Elimination
eines Pharmacons weitgehend abgeschlossen ist (Forth & Henschler, 1992).

2.5.3 Reaktionskinetik nach der Theorie von Michaelis-Menten

Beim exponentiellen Konzentrations-Zeit-Verlauf der Reaktion erster Ordnung ist die
Reaktionsgeschwindigkeit dS/dt abhangig von der Lage des Messintervalls. Meist wird dS/dt mit
fortschreitender Zeit kleiner. Je starker gekrimmt die Kurve ist, um so schwieriger wird es, die
Initialgeschwindigkeit exakt zu ermitteln. Naherungswerte erhalt man abgeleitet vom Hydrolyse-
verlauf aus dem Anstieg der Tangente am Zeitpunkt t; ,kurz nach dem Start der Reaktion®. Es
sind flr jedes Substrat [n] Wertpaare [S;; t] als Substratkonzentration zum Zeitpunkt ¢
experimentell zu ermitteln. Die Reaktionsgeschwindigkeit zu einem beliebigen Zeitpunkt ¢
entspricht der ersten Ableitung der Funktion der Konzentrationsmenge S’(t). Die Bildung der
ersten Ableitung erfordert zunachst, den Verlauf der Konzentrationsmenge als Funktion auf der
Basis der Messwerte darzustellen. Dies erfolgt nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate
nach Gaul® (Hartmann et al., 1974; Roésch, 1993):

Aus [n] Wertpaaren [S;; t] wird eine Funktion S(t) gesucht, deren Wertepaare [S(t), t] moglichst
wenig von den gemessenen Werten abweichen, so dass der Ausdruck

Q:Z[S(ti)_Sijz
1

zum Minimum wird. Der Verlauf der enzymatischen Hydrolyse lasst sich in guter Naherung als
Exponentialfunktion darstellen:

St)=a,-e"" mit  a, <0
Nach dem Logarithmieren der Messwerte [S;, — [nS;] wird die Ausgleichfunktion als ganz-
rationale Funktion ersten Grades bestimmt:

InS(t)=Ina,+Inat - S(t)=a,+a;t

Die Koeffizienten ax werden so bestimmt, dass die Minimalbedingung [dQ /da, = 0] erfullt wird.
Die Gleichungen fir die Koeffizienten, sogenannte Normalengleichungen, lauten:

an+a,[t]=[S]
a,[t]+a,[t"]=[S-1]
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Hierbei bedeuten: /427 = Zn:ziZ
1

[St]=>1-S,
1 n Anzahl der gemessenen Wertepaare
[S]= i S S; i-ter Wert der im Versuch ermittelte Konzentration
- i t Zeitpunkt der Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Koeffizienten erfolgt durch Lbésen des oben dargestellten
Gleichungssystems. Die Ausgleichfunktion ist somit bekannt. Da die Messwerte in einem ersten
Schritt logarithmiert wurden, lautet die Funktion in mathematisch exakter Schreibweise:

InS(t)=Ina,+Ina,.

Diese Funktion kann entsprechend der Logarithmusgesetze wie folgt umgeschrieben werden:
InS(t)=1In(a,-a)

Das Riickgangigmachen der Logarithmierung ergibt:
S(t)=e" -e""

Die Ableitung der Funktion an der Stelle t liefert die Geschwindigkeit zum Zeitpunkt ¢.
S'(t)=V(t)=a, a, e’

Die Initialgeschwindigkeit wird in unserer Studie als Reaktionsgeschwindigkeit zum Zeitpunkt
ti = 0,10 min definiert. Fr die Initialgeschwindigkeit gilt somit:

V 0,1-01

i,spez

:ao-al.e

Die Berechnungen und grafischen Auswertungen fir die untersuchten Substanzen erfolgen mit
dem Computerprogramm Microsoft®EXCEL. Es gelten folgende Konventionen bei der
Variablenbezeichnung:

St >y
t—>x

Zusammenfassend kann der Anstieg der Tangente zum Zeitpunkt t; aus der Hydrolysefunktion
(Gleichung 1) wie folgt berechnet werden (Brunner, 1996):

T(x)=f(a)+ f'(a)(x—a) (Gleichung 4)

Zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Parameter K, und V.. wurden verschiedene Line-
arisierungsverfahren entwickelt (Tab. 2). Das in der Literatur am haufigsten genutzte Verfahren
ist die doppelt reziproke Darstellung nach Lineweaver & Burk (1934). Die Vorteile der
Darstellung resultieren aus der leichten Ableitung von Inhibitoreffekten, wie der Substrat-
inhibition. Von Nachteil ist die erschwerte Wichtung der Messergebnisse sowie die
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Beschrankung auf die Auswertung von Initialgeschwindigkeitsmessungen. Messwerte im
Sattigungsbereich haufen sich und bei geringen Substratkonzentrationen erfolgt eine ent-
sprechende Dehnung. Messwerte, die bei niedriger Substratkonzentration erhalten werden, sind
mit groRerem Fehler behaftet und werden im Lineweaver-Burk-Plot bei der Festlegung der
Geraden leicht Uberbewertet (Britt, 1992; Dixon, 1953 und 1972; Markus, 1976).

Tab. 2: Darstellungsformen zur grafischen Bestimmung von K, und Vax
Darstellungsform nach Auftrag auf der Schnittpunkt mit der Steigung
x-Achse y-Achse x-Achse y-Achse
Lineweaver-Burk 1 1 1 1 Ko
S Vi Kn V max V max
0
Hanes-Woolf
SO & - Km Km 1
Vi V max V max
Eadie-Hofstee Vi v, V max Vmax _ Km
S Kﬂl
0
Cornish-Bowen
Sy Vi

Quelle: Holtzhauer (1997)

Die Verfahren nach Eadie & Hofstee (1932) und Hanes & Woolf (1922) versuchen diese
Nachteile durch Multiplikation der linearisierten Gleichung mit einem Korrekturfaktor auszu-
gleichen. Der direct plot nach Cornish & Bowen (1976) verhindert durch eine direkte Auftragung
der Parameter eine Verzerrung der Messfehlerverteilung. Dagegen ist die Bestimmung von K,
und Vnax nur durch eine grafische Abschatzung moglich und entsprechend ungenau. Die
Korrelation von Vs Und K, nach Michaelis-Menten zeigt Abb. 10.

10fVpay —— "~~~ —————~————————————— —
High-affinity
substrate, S
0.8
5
§ Low-affinity
80'6 substrate, S’
b
204
o
@
0.2

I
I
l
l
C
Abb. 10: Verlauf einer enzymkatalysierten Reaktion bei Substraten mit unterschiedlicher Affinitat
(nach Drauz et al., 1995)

oncentration of substrate [M]
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K ist ein MaRB fiir die Affinitdt eines Enzyms zu einem Substrat. Je héher K,,, desto
groBer muss die Substratkonzentration sein, damit die Reaktion mit halbmaximaler
Geschwindigkeit ablauft. Dabei verringert sich die Substrataffinitit (Lottspeich, 1998).

Der Quotient aus V.« /K,, gilt als Indikator fur die Substratempfindlichkeit gegeniiber der
enzymatischen Reaktion unter substratgesattigten Bedingungen. Je hdher der
Verhiltnis, desto groBer ist die Empfanglichkeit des Substrats gegeniiber dem Enzym
(McCarthy, 1997).

Fur Phenylacetat wurden die Michealis-Menten-Parameter u.a. in Rattenlebermikrosomen (LM)
und Rattenlebercytosol (LC) bestimmt (McCracken et al., 1993). Im Konzentrationsbereich von
0,5 bis 4,0 mM wurde K, mit 1430 yuM und 900 yM (LM und LC) bestimmt. Die Vp,.,—Werte
betrugen 800 und 31 pmol /min-g(mL) Gewebe (LM und LC). Daraus wurde der Quotient
[Vinax/Km] mit 559-10° L/ g-min (LM) und 34.10° L /mL-min (LC) berechnet. Die Hydrolysier-
barkeit von Phenylacetat in Lebermikrosomen ist somit mehr als 16-mal grofier als im Leber-
cytosol. Diese und andere Ergebnisse werden ausfluhrlich in Abschnitt 3.3 (Tab. 7) dargestellt.
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3 Aromastoffe in Lebensmitteln

3.1 Allgemeines

In den letzten Jahrzehnten hat der Anteil aromatisierter Lebensmittel stark zugenommen. Er
liegt in Deutschland bei 15 bis 20 % des gesamten Lebensmittelverbrauchs (Beelitz et al.,
2001). Eine Ursache ist der Anstieg industriell gefertigter Lebensmittel, die teilweise einer
Aromatisierung bedurfen, weil bestimmte Rohstoffe nur begrenzt zur Verfligung stehen und
deshalb teuer sind, oder, weil beim Herstellungsprozess und der Lagerung Aromaverluste
auftreten, die auf diesem Wege ausgeglichen werden sollen.

Aromen werden Uberwiegend hochverarbeiteten Lebensmitteln zugesetzt und sollen durch
ihren anregenden Einfluss auf das Nervensystem des Konsumenten Speisen und Getranken
einen speziellen Genusswert verleihen. Dazu werden Aromakonzentrate oder Essenzen
verwendet, die aus einzelnen chemischen Substanzen ,komponiert® werden. Hierbei spielen
organische Verbindungen wie Alkohole, Aldehyde, Acetale, Ketone, Phenole und Phenolether,
Sauren und Ester, Lactone sowie Kohlenwasserstoffe eine bedeutende Rolle.

3.1.1 Begriffsbestimmung

Aromen sind Zubereitungen von Geruchs- und Geschmacksstoffen (Aromastoffe), die dazu
bestimmt sind, Lebensmitteln einen besonderen Geruch oder Geschmack zu verleihen
(§ 1 Abs. 1 AromenVO). Sie sind nicht zum direkten Verzehr bestimmt und enthalten als
Hauptbestandteile Aromaextrakte (konzentrierte natiirliche Aromakomplexe), Aromastoffe,
Lebensmittel als Trédgerstoffe oder Lésemittel sowie Zusatzstoffe.

Bei Aromastoffen handelt es sich um fliichtige Verbindungen, die mit Geruchsrezeptoren
wahrgenommen werden. Sie erreichen die Rezeptoren durch nasale Wahrnehmung und Uber
den Rachenraum, nachdem sie beim Kauen freigesetzt worden sind (retronasale
Wahrnehmung). Von der Definition ausgenommen sind somit Verbindungen, die ausschliellich
sufRen, sauren oder salzigen Geschmack verleihen.

Es werden verschiedene Arten von Aromen unterschieden (Anlage 1 Aromenverordnung):

) natlrliche, naturidentische oder kiinstliche Aromastoffe (Tab. 3),

o Aromaextrakte pflanzlichen und tierischen Ursprungs,

. Reaktionsaromen, die nach Erhitzen Aroma entwickeln sowie

o Raucharomen.

Tab. 3: Einteilung der Aromastoffe gemafR Anlage 1 Aromenverordnung

Naturliche Aromastoffe Naturidentische Aromastoffe Kunstliche Aromastoffe
Zubereitungen oder einzelne Stoffe, die fur den Stoffe, die mit chemischen Methoden aus | Stoffe, die bisher nicht in
menschlichen Verzehr geeignet sind und ausschlieflich | aromatischen Rohstoffen isoliert oder nattrlichen, fir den mensch-
durch physikalische, mikrobiologische oder enzymati- synthetisch hergestellt werden; lichen Verzehr bestimmten
sche Prozesse aus pflanzlichem oder tierischem Aus- | sie sind chemisch identisch mit Stoffen, Produkten (zubereitet oder

gangsmaterial gewonnen werden, und die sich entwe- | die in naturlichen, fir den menschlichen nicht zubereitet) identifiziert
der im Rohzustand oder im Zustand nach Verarbeitung | Verzehr bestimmten Produkten (zuberei- | worden sind.

durch herkdmmliche Lebensmittelverarbeitungs- tet oder nicht zubereitet) vorkommen.
prozesse (einschlieBlich Résten, Trocknen, Garen) im
Hinblick auf den Verzehr durch Menschen befinden.
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3.1.2 Lebensmittelrechtliche Einordnung

Lebensmittelrechtlich werden Aromen entweder als Lebensmittel oder als Zusatzstoffe ange-
sehen. Lebensmittel sind generell frei verwendbar, nur bestimmte Stoffe oder Zubereitungen
konnen aus gesundheitlichen Grinden verboten sein oder einer beschrankten Verwendung
unterliegen (Negativ-System). Zusatzstoffe unterliegen hingegen der generellen Zulassung
durch ein bestimmtes Verfahren (Positiv-System). Beide Systeme werden miteinander
kombiniert angewendet.

Im Zutatenverzeichnis ist die Verwendung von Aromastoffen mit dem Hinweis ,Aroma“ oder
einer Beschreibung des Aromas anzugeben. Bestehen die aromatisierenden Bestandteile
ausschlielllich aus natlrlichen Aromastoffen oder Aromaextrakten, so darf das Wort ,natirlich”
gebraucht werden (§ 6 Abs. 5 Lebensmittel-Kennzeichnungsverordnung).

Die Richtlinie des Rates 88/388/EWG vom 22.06.1988 legt Kriterien fest, die eine Verwendung
von Aromastoffen in Lebensmitteln sowie deren Ausgangsstoffen fur ihre Herstellung betreffen.
In der Verordnung (EG) Nr. 2232/96 des Européischen Parlaments und des Rates wurde die
Schaffung einer EU-einheitlichen Positivliste von Aromastoffen, die in oder auf Lebensmitteln
verwendet werden sollen, beschlossen. Die Verordnung legt grundlegende Verwendungs-
bedingungen fir diese Stoffe fest:

. Aromastoffe dirfen nur zugelassen werden, wenn sie nach wissenschaftlicher Bewer-
tung die Gesundheit des Verbrauchers nicht gefahrden sowie der Verbraucher durch
sie nicht irregefuhrt wird.

o Zur Bewertung moglicher schadlicher Auswirkungen eines Aromastoffs ist dieser einer
toxikologischen Bewertung zu unterziehen. Alle Aromastoffe muissen standig Uber-
wacht und erforderlichenfalls neu bewertet werden.

3.2 Toxikologische Bewertung

3.2.1 Allgemeines

Toxikologische Fragestellungen werden im Hinblick auf die Verwendung von Aromastoffen bei
der Lebensmittelzubereitung seit Jahrzehnten diskutiert (Bar & Griepentrog, 1967; Taylor,
1998). Die Kriterien fir die toxikologische Bewertung werden von verschiedenen internationalen
Expertenkomitees erarbeitet. Darunter sind Gremien wie das Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA), das Committee of Experts on Flavouring Substances of
the Council of Europe (CE), das Scientific Committee for Food (SCF) der EU sowie
internationale Organisationen der Aromenindustrie wie die International Organisation of the
Flavour Industry (IOFl) in Europa und das Expert Panel of the Flavour and Extract
Manufacturers Association of the United States (FEXPAN).

JECFA hat weltweit bei der Bewertung von Lebensmittelzusatzstoffen den groften Einfluss auf
deren Zulassung. Seit mehr als 30 Jahren werden kontinuierlich Bewertungskriterien fir die
Evaluierung von Lebensmittelzusatzstoffen veroffentlicht. 1987 wurde erstmals in einem
JECFA-Report (WHO, 1987) die Evaluierung von Aromastoffen beschrieben. Diese weicht in
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wesentlichen Punkten von der Bewertung sonstiger Zusatzstoffe ab. Die Verordnung (EG) Nr.
2232/96 legt ein Verfahren zur Schaffung einer EU-einheitlichen ,Positivliste von Aromastoffen
zur Verwendung in Lebensmitteln® fest. Nach Artikel 3 hatten die Mitgliedstaaten der
Kommission bis zum 22.11.1997 eine Liste der auf ihrem Territorium vermarkteten Aromastoffe
zu melden.

3.2.2 Bewertungsprogramm der Europdaischen Kommission

Von der Europaischen Kommission wurde ein ,Verzeichnis 1999/217/EG der EG-Kommission
der in oder auf Lebensmitteln verwendeten Aromastoffe* zusammengestellt und am 04.03.1999
veroffentlicht. Es enthalt ca. 2800 Stoffe und Iasst Ergadnzungen zu. Die Informationen, die fur
die Bewertung bendétigt werden, missen von den Aromastoffherstellern zu bestimmten Fristen
geliefert werden. Diese Fristen sind in der Verordnung (EG) Nr. 622/2002 der Kommission
festgelegt. Die gelisteten Aromastoffe werden durch ein wissenschaftliches Komitee gemaf der
Verordnung (EG) Nr. 1565/2000 der Kommission bewertet. Die Bewertung lauft in mehreren
Phasen ab:

Zunachst werden den Substanzen ihren chemischen Eigenschaften entsprechend so genannte
FL-Nummern zugewiesen. Es werden Gruppen strukturverwandter Verbindungen geschaffen,
bei denen gewisse Gemeinsamkeiten im metabolischen Verhalten zu erwarten sind. Bei der
toxikologischen Bewertung soll auf vorliegende Daten der Expertenkomitees zuriick gegriffen
werden:

o Daten aus Sicherheitsevaluierungen des Sachverstandigenausschusses flr
Aromastoffe des Europarates (CEFS),

o Daten des Wissenschaftlichen Lebensmittelausschusses der Europaischen
Kommission (SCF) sowie

o Daten des Gemeinsamen FAO/WHO-Sachverstandigenausschusses fiir Lebensmittel-
zusatzstoffe (JECFA).

Die Stoffgruppen werden zur Evaluierung zwischen JECFA und SCF aufgeteilt. Die Anzahl der
zu bewertenden Substanzen ist betrachtlich, so dass gruppenweise vorangegangen wird.
Stoffe, bei denen Gemeinsamkeiten im metabolischen und biologischen Verhalten zu erwarten
sind, werden gemeinsam bewertet.

,Chemisch definierte Aromastoffe werden im Rahmen der Mitwirkung der Mitgliedstaaten bei
der wissenschaftlichen Prifung von Lebensmittelfragen (SCOOP) behandelt. Diese
Arbeitsgruppe erstellt eine Datenbank (FLAVIS), in der Informationen fiir die wissenschaftliche
Prifung von Aromastoffen zusammengestellt werden.

JECFA evaluiert Aromastoffe nach dem Munro-Prinzip (Munro et al., 1998). Es beruht auf der
gemeinsamen Verwendung von Struktur-Wirkungsbeziehungen, Metabolismus und Toxizitat. In
Abb. 11 ist die systematische Vorgehensweise fur die toxikologische Bewertung nach Munro
dargestellt (JECFA, 1999).
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be expected to be of Additional data required
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Abb. 11: Procedure for the safety evaluation of flavouring agents (nach JECFA, 1996)

Das Schlusselelement des Verfahrens ist die Unterteilung der zu evaluierenden Verbindungen
in drei Strukturklassen (Schritt 1 aus Abb. 11).

Klasse 1: Substanzen mit einfacher chemischer Struktur, die schnell metabolisiert
werden, was einen geringen Toxizitadtsgrad bei oraler Gabe erwarten |asst.

Klasse 2: Substanzen, deren strukturelle Eigenschaften weniger unschadlich als die der
Substanzen in Klasse 1 sind, aber nicht auf Toxizitat hindeuten.

Klasse 3: Substanzen, deren strukturelle Eigenschaften keine Annahme der Sicherheit
erlauben oder sogar auf Toxizitat hindeuten.

Schritt 2 aus Abb. 11 beschreibt die Herangehensweise zur Abschatzung der Metabolisierung.
Die Kernaussage der Munro-Bewertung ist, dass entweder der Aromastoff oder die Metaboliten
toxikologisch unbedenklich sind oder als endogene Substanzen ausgeschieden werden.
Endogene Substanzen sollten keine Storung physiologischer Vorgange hervorrufen. Die
Aufnahmemenge héngt vom Gehalt im Lebensmittel und dessen Verzehrsmenge ab. Unter
Bezugnahme auf das 46. JECFA-Meeting (JECFA, 1997) wurden definiert :

) toxikologisch unbedenkliche Metaboliten
sind definiert als Substanzen, die flir den Menschen als harmlos bekannt sind
oder deren toxikologische Bewertung keinen anderen Schluss zulasst

o endogene Substanzen
sind Zwischenmetabolite, die natirlicherweise im menschlichen Gewebe oder
in Kérperflissigkeiten frei oder konjugiert vorkommen, ausgenommen
Hormone und andere Substanzen mit biochemischer oder physiologisch
regulativer Funktion.
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Die Bewertung nach Munro erfolgt anhand a) der chemischen Struktur, b) der geschatzten
taglichen Aufnahmemenge sowie c) anhand vorhandener Daten zur Hydrolysierbarkeit. Es
wurden 15 Ethylester mit geradkettigem, gesattigtem Acyl-Rest und einer Kettenlange von 1 bis
12, 14, 16 sowie 18 Kohlenstoffatome bewertet (Semino, 1997). Alle Substanzen werden von
der Lebensmittelindustrie zur Aromatisierung von Lebensmitteln eingesetzt.

zu a) Augrund ihrer einfachen Struktur wurden die Ester gemalR dem Munro-Prinzip der
Struktur-Klasse 1 zugeordnet.

zu b) Die maximale tagliche Aufnahmemenge flr Substanzen mit der Acyl-Kettenldnge C;,
Cs, C; bis Cyy Cq4 Cig Cyg liegt mit ca. 1,5 ug /Tag unterhalb der Schwellenkonzen
tration von 1800 pg /Tag fur Substanz-Klasse 1 (JECFA, 1996).

zuc) Alle Ester werden im Korper vollstandig in ihre endogenen Intermediate Ethanol und
Carbonsaure gespalten. Die Metaboliten der Ester mit einer Kettenlange von 2, 3, 4
und 6 C-Atomen sind endogen und erfordern damit keine toxikologische Bewertung.

Fir die genannte Ethylester ist damit eine toxikologische Bewertung nicht erforderlich.

3.3 Literaturlibersicht zu Hydrolysestudien

Carbonsaureester konnen Uber verschiedene Wege in den menschlichen Korper gelangen. Sie
kommen ubiquitédr in Lebensmitteln als natirliche Aromabestandteile vor. Darlber hinaus
entstehen Carbonsaureester bei der Zubereitung von Lebensmitteln und tragen auf diesem
Wege zur Aromabildung bei (Salter et al., 1988).

Die pharmazeutische Industrie verwendet Carbonsdureester als Vorstufen von therapeutisch
aktiven Agenzien, sogenannte prodrugs (Bruchhausen, 1991; Hosokawa et al., 1990). Carbon-
saureester werden im Koérper als endogene Verbindungen im Verlauf des allgemeinen Metabo-
lismus gebildet (Bernhardt et al., 1996; Bird et al., 1999; Dan & Laposata, 1997; Doyle et al.,
1996). Sie sind als Additive in Bedarfsgegenstanden mit Lebensmittelkontakt zu finden und
kénnen durch Sorption und Migration in das Lebensmittel Ubergehen. Wechselwirkung und
Einflussfaktoren der Migration wurden anhand von Lebensmitteln oder deren Simulantien
untersucht (Gnanasekharan, 1997; Koszinowski, 1987; Landois-Garza, 1988; Shmunes, 1990).

Zur Metabolisierung von Carbonsdureestern werden seit Jahren Studien verdffentlicht. Sie
beinhalten Methoden zur Strukturaufklarung von Metaboliten oder beschreiben die
Abbaubarkeit der Ester in Abhangigkeit von Spezies, biologischem Material (Organe, Blut,
Gastrointestinaltrakt) oder Simulantien (klnstliche Magenflissigkeit oder Darminhalt).
Uberwiegend wurde das in vitro Hydrolyseverhalten von Estern bei der Ratte beschrieben.
Grundlegende Arbeiten dazu legten 1977 Longland et al. und Grundschober vor. Sie untersuch-
ten die Hydrolyserate und Esteraseaktivitat von Carbonsaureestern in kiinstlicher Gastrointesti-
nalflissigkeit und Rattenleberpraparationen bei 37 °C (Tab. 4).
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Tab. 4: Halbwertzeit von Carbonsaureestern und spezifische Hydrolyseaktivitdt von kunstlicher
Magen- und Pankreasfliissigkeit sowie Rattenleber- und Rattendinndarmmucosa-
Homogenat bei 37°C (Longland et al., 1997)

Substanz Summen- So [MM]? k['mstlich_e o kiinstliche o Leber- Diinndarmmucosa-

formel Magenflussigkeit Pankreasflissigkeit = Homogenat Homogenat

E, [umol /L je min] / ty2 [min] E, [umol /g Gewebe je min] / ti [s]

Et But CeH120; <58,8 758 /490 6543 / 5,67 k.A. 1 kA k.A. 1 kA
Et Cap CsHi6 O, <3,19 6,73 / 293 578 | 3,47 832 /0,145 240 / 0,501
Et Hep CoH50; <1,07 1,14 / 770 87,8 1 9,78 314 / 0,164 94,2 / 0,550
Et Pelar C11H2, 0, <0,06 0,21/ 177 7,14 | 5,92 k.A. 1 kA k.A. 1 kA
Et Lau C14H25 02 <0,12 0,13 / 640 12,7 /1 6,10 k.A. 1 kA k.A. 1 kA
All Cap CgH16 0, <025 0,43/ 1120 73,6 / 1,98 2,24 | 3,96 91,5 / 0,0960
iAm But CoHi50; < 1,52 1,52 / 660 90,4 / 11,3 125 / 0,492 859 / 0,0713
iAm ival C1oHz O2 <0,29 0,70 / 295 19,4 /1 10,2 k.A. 1 kA k.A. 1 kA
iAm Cap C11H2 0O, <0,08 0,38 / 146 1,45 / 37,8 k. A1 kA k.A. 1 kA
PhenEt Ac  CioH1. O, <767 17,5 1 300 177 | 29,7 k.A. 1 kA k.A. 1 kA
BenziBut Cy1H40O; <045 0,50 / 577 17,11 17,8 434 / 0,0422 259 / 0,0707
But Ac CsH12 0, < 56,8 124 | 318 597 / 66,0 4,82 | 491 21,9 / 108
Etival C7H14 0O, <17,7 8,07 / 1390 55,8 / 198 66,6 / 23,5 4,99 / 133
Me PhenAc CgH1o O, <0,60 0,33 / 905 2,93 / 96,7 k.A. 1 kA k.A. 1 kA
Et PhenAc  CioH12O; <043 0,37 / 640 2,25/ 110 k.A. 1 kA k.A. 1 kA

Ausgangspunkt der Studie von Longland et al. (1997) war die Léslichkeitsbestimmung der Ester
in destilliertem Wasser. Die Substratanfangskonzentration Sy des Hydrolyseansatzes wurde mit
einem Wert unterhalb der ermittelten Loslichkeit festgelegt. Daraus resultierte fiir jedes Substrat
ein unterschiedlicher Wert fir S,. Fur die Ableitung von Geschwindigkeitskonstanten und der
Halbwertzeiten wurde eine Kinetik 1. Ordnung zugrunde gelegt. Die Berechnung basierte auf
dem gaschromatographisch bestimmten Abfall der Esterkonzentration wahrend des
Hydrolyseverlaufs.

Tab. 4 zeigt den signifikanten Abfall der Halbwertzeit in der Reihenfolge kiinstliche Magenflis-
sigkeit >> kinstliche Pankreasflissigkeit >> Leber- und Dinndarmmucosahomogenat. Damit
wurde belegt, dass die Esteraseaktivitat in Geweben und Korperflissigkeiten sehr verschieden
sein kann. In Abhangigkeit von der Halbwertzeit wurde eine Einteilung gemaR folgender
Kategorien vorgenommen (Longland et al., 1977; Grundschober, 1977):

. schnelle Hydrolysierbarkeit: t1, < 10 min
. maRige Hydrolysierbarkeit: 10 min <ty <45 min
. langsame Hydrolysierbarkeit: t;, > 45 min.

Die Kategorie ,schnell hydrolysierbar® ist ohne die Festlegung von Grenzen unspezifisch
(Child et al., 1971, Ghittori et al., 1984). Die Esteraseaktivitat in unterschiedlichen Geweben
fihrt zu keiner konsistenten Einteilung. So wird Ethylpelargonat mit der Halbwertzeit von
5,92 min in kiinstlicher Pankreasfliissigkeit als schnell hydrolysierbar eingestuft. Die
korrespondierende spezifische Esteraseaktivitat ist mit 7,14 yM /min im Vergleich zu
Substraten mit dhnlicher Halbwertzeit (Et But, Et Cap, Et Hep, Et Lau) vergleichsweise
gering (siehe Tab. 4).

2 Substratkonzentration "less than that reqiured to give an saturated solution®
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Die Interpretation der Hydrolyseparameter kann somit nur in ihrer Gesamtheit erfolgen. Als
Ursache konnen verschiedene Substratanfangskonzentrationen (So) des Hydrolyseansatzes
angenommen werden. Ein Vergleich kinetischer MessgroRen setzt voraus, dass flr jedes
Substrat identische Parameter in Bezug auf Enzymkonstitution, Temperatur, pH-Wert und S,
vorliegen.

Adamczyk & Grote (1999) untersuchten den Einfluss von oxidierten Acylresten (a-Alkoxy- und
a-Hydroxy-Gruppen) auf die Hydrolyse- und Amidolyseaktivitdt von Lipasen. Im Vergleich zu
Benzylphenylacetat war die Hydrolysierbarkeit durch die erh6hte Anzahl von Sauerstoffatomen
im Substrat (Benzylphenoxyacetat) herab gesetzt. Dieser Effekt trat verstarkt in benachbarten
Regionen der Carbonylfunktion auf. Das zusatzliche Sauerstoffatom erhoéht die Elektophilie der
Carbonylgruppe, die Polaritat des Molekils wird verstarkt, die Hydratation begtinstigt und damit
eine Substratbindungswahrscheinlichkeit am hydrophoben reaktiven Zentrum herabgesetzt.

Ein wichtiger Aspekt ist der Vergleich von in vitro mit in vivo Studien. Gallaher & Loomis (1975)
stellten die Hydrolysierbarkeit von Ethylacetat in vitro in Rattenvollblut mit der in vivo Metaboli-
sierung bei der Ratte gegenliber. Abb. 12 die beim in vivo Umsatz um den Faktor 7 bis 13
erhohte Umsatzrate im Vergleich zur in-vitro-Reaktion. Die Verifizierung der in vitro Ergebnisse
konnte durch die synchrone Quantifizierung von Substrat und freigesetzten Hydrolyseprodukten
erzielt werden (rechte Seite in Abb. 12). Die in vivo Reaktion zeigt 5 min nach der Ethylacetat-
Injektion einen Anstieg der Ethanolkonzentration im Blut. Nach ca. 15 min erreichte die
Ethanolkonzentration ein Maximum; danach Uberwogt der Einfluss der ethanolabbauenden
Enzyme. Die Halbwertzeit von Ethylacetat wurde hier mit 5-10 min bestimmt. Vollblut wies im
Vergleich zu Niere oder Leber eine geringere in vivo Hydrolyseaktivitat auf
(Buchwald, 2000 und 2002; Mutch et al., 1992; Quinn et al., 1999, Satoh & Hosokawa, 1998).
Hungund et al. (1995) stellten eine um 25 % erhdhte in vivo Abbaurate von Linolsaureethylester
(t12 < 1 min) in Rattenplasma gegenuber dem in vitro Experiment fest.
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Tab. 5: Spezifische Hydrolyseaktivitdt von Lungen- und Leber-Homogenat von Phenylacetat und
Amylacetat (nach Dahl, 1987)

Spezies Testsystem So[mM] Hydrolysedauer Ha, spez. [Mol /min-g Protein]
Phenylacetat Amylacetat
Hamster Lunge 50 - 125 10 min 520 + 30-10°® 180 + 4-10°
Leber 1500 + 10-10°® 1100 + 81.10°
Kaninchen Lunge 390 + 50-10° 47 +2.10°
Leber 610 + 30-10° 380 + 14.10°
Ratte Lunge 110 +6.10° 75 + 4.10°
Leber 510 + 10-10° 250 +6-10°

Dahl et al. (1987) untersuchten an Hamster, Kaninchen und Ratte die spezifische Hydrolyse-
aktivitat (Ha, spez) in S9-Homogenat von Leber und Lunge gegentber Amyl- und Phenylacetat
(Tab. 5). Die freigesetzte Carbonsdure wurde quantifiziert und daraus H, s, berechnet.
Grundsatzlich erwies sich Leberhomogenat hydrolyseaktiver als die Lungenpraparation.
Hamstergewebehomogenat hydrolysierte beide Ester mit hdchster Aktivitat. Phenylacetat wurde
stets schneller als Amylacetat hydrolysiert, da beim Abbau neben der unspezifischen Carboxyl-
esterase (EC 3.1.1.1) zusatzlich die Arylesterase (EC 3.1.1.2) beteiligt ist (McCracken, 1993a).

Die Hydrophobizitat der Alkylrestes beeinflusst wesentlich die Hydrolyserate. Mit ansteigender
Hydrophobizitatskonstante von Methylacetat (C;) — Octylacetat (Cg) nimmt die Hydrolyserate
bis Pentylacetat (Cs) zu. Ab Cs (Hexylacetat) wurde eine fallende Hydrolyserate beobachtet.
Ebenso korrelierte die ansteigende Hydrophobizitdt von n-, iso-, sec- und tert-Butylacetat
negativ mit der Hydrolyserate in Rattengewebehomogenat.

Der Einfluss sterischer Faktoren, wie Verzweigungen, verringert sich mit zunehmendem Ab-
stand zum Carbonylkohlenstoffatom. Grundschober (1977) definierte die Hydrolyserate als
Substratabbau zwei Stunden nach Reaktionsstart und ermittelte diese in Schweinegewebe-
Homogenaten von Pankreas, Jejunum (mittlerer DUnndarmabschnitt) sowie Leber. Neben dem
Abfall der Esterkonzentration wurde zusatzlich die Menge an freigesetzter Alkoholkomponente
gemessen. Unter den gegebenen Redaktionsbedingungen (0,5 M Phosphatpuffer; pH 7,5 und
37 °C) war die Konzentration der untersuchten Ester um 50 bis 100 % reduziert.

Eine Gegenuberstellung der schnellen Hydrolysierbarkeit von aliphatischen und verzweigten
Acetatestern im Vergleich zum vergleichsweise langsamen Abbau von Estern mit aromatischer
Substituenten ist in Abb. 14 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen unterschiedliche Herangehens-
weisen der Autoren bei der Bestimmung von Hydrolyseraten. Verschiedene Untersuchungs-
bedingungen erschweren einheitliche Schlussfolgerungen.

Methylcinnamat wird in Vollblut und Serum sehr langsam hydrolysiert; daher ist vor allem im
Magen mit der Resorption von nicht-hydrolysiertem Ester zu rechnen. Eine hohe
Hydrolyseaktivitdt wurde im Gastrointestinaltrakt und in der Leberpraparation nachgewiesen.
Propylanthranilat und Anthranilsdure werden hauptsachlich Gber den Magen aufgenommen. Da
Propylanthranilat auch im peripheren Blut nachgewiesen wurde, kann auf eine langsamere
Hydrolyse des Esters geschlossen werden (Fahelbum & James, 1977).

Kakkar & Mayersohn (1998) studierten die in vivo Hydrolyse von Methylsalicylat an der Ratte
und wiesen eine vergleichsweise langsame Hydrolyse in Plasma nach (t1, 36 min; Systemische
Clearance 14 ml/min kg).
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Doppelbindungen oder Ringe in der Nahe der Carbonylfunktion I6sen sterische Hinderungen
bei der Esterspaltung aus. Ein Vergleich der relativen Hydrolyseraten von Methylestern in
Schweineleberesterase ergab folgende Reihenfolge der Hydrolyseraten: -phenyloxy-
propanoat : -phenylpropanoat : -phenylcyclopropanoat : -trans-3-phenylpropenoat (cinnamat) =
85:70:2:1 (Basak et al., 1997).

Tab. 6: Studien zur Hydrolysierbarkeit von Carbonsaureestern
Substanz Summen-  Spezies Testsystem So[mM] Hydrolysedauer / -rate Referenz
formel
All Hex CoH16 02 Schwein Pankreas 0,34 2h/100% Grundschober, 1977
All PhenAc C11H12 0, Pankreas 0,25 2h/100%
All Tigl CsH120; Darm 2,54 2h/100%
Am PhenAc Ci3H15 02 Pankreas <0,11 2h/100%
iAm Ac C;H14 0, Pankreas 0,67 2h/20%
Darm 3,34 2h/100%
iProp But C7H14 0, Pankreas 1,23 2h/40%
iProp PheAc C11H14 0O, Pankreas 0,45 2h/50%
Me Cinn C1oH10O2 Kaninchen Blut 12,5 3h/0,59 mM Fahelbum & James, 1977
Serum 12,5 1h/0,25 mM
Ratte Blut 15,5 3h/0,54 mM
Serum 15,5 1h/0,29 mM
Gastroint. 12,5 10 + 80-10° mol /min-gProt
Leber 12,5 20,341,7-10° mol/min-gProt
Schwein LeberCE 7-40 Keat = 1 /min Basak et al., 1997
Me PhenProp C10H120, Schwein LeberCE 7-40 Keat = 12,4 /min
Me Sali CgHs O5 Ratte, in vivo  Plasma 0,85 t12 = 36 min Kakkar & Mayersohn, 1998

Kinetische Parameter nach Michaelis-Menten sind in Tab. 7 zusammengefasst. McCarthy &
Witz (1997) interpretierten den Quotienten Vo, /Ky, als Mall fur die ,Anfalligkeit von
Acrylatestern gegeniber der Hydrolyse durch Schweinelebercarboxylesterase (PLE). PLE hat
sich daher wegen ahnlicher katalytischer Eigenschaften seiner Isoenzyme als Modell fir die
enzymatische Hydrolyse beim Menschen bewahrt (Hosokawa et al., 1990).

Butylacrylat und Butylmethacrylat zeigen aufgrund anndhernd gleich groRer kinetischer
Parameter eine &hnliche Hydrolysierbarkeit durch Schweineleber-Cholinesterase. Ebenso
wurden  Methylcinnamat  (Methyl-frans-3-phenylpropenoat) und  Methylphenylpropionat
untersucht und fast identische K.,-Werte bestimmt. Die trans-Doppelbindung beeinflusst hier die
Enzymaffinitat kaum. Generell werden Unterschiede bei kinetischen Parametern als signifikant
interpretiert, wenn sich diese um mindestens zwei Zehnerpotenzen unterscheiden.

Die a—Methylsubstitution hat einen geringen Einfluss auf K., und Vn.x. Unter Bertcksichtigung
der Vertrauensbereiche beider Parameter konnte keine signifikante Veradnderung nachgewiesen
werden. Butylacrylat und Butylmethacrylat werden mit annahernd gleich groRer Hydrolyse-
geschwindigkeit (Vimax) abgebaut. Ebenso kann von einer ahnlichen Affinitat (K.) gegeniber
methylierten und unmethylierten Substraten ausgegangen werden (McCarthy, 1999).
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Tab. 7: Michaelis-Menten Parameter von Carbonsaureestern
Substanz Spezies  Test- So[mM] Michaelis-Menten-Parameter Referenz
system Km Vimax Vinax /K
[mol /L] [mol /min-g Prot]  [L /g (mL)-min]
iAm Ac AcChE (EC3.1.1.7) 1-5 3,6-107 k.A. k. A. Cohen et al., 1984
But Acry Schwein  LeberCE  0,005-0,25 33,3+8,510° 1,49+0,8310° 45.10° McCarthy, 1999
But But Ratte LeberCE 0,2-2 0,11-10° 470-10°° k. A. Arndt & Krisch,
1973
But MeAcry Schwein  LeberCE  0,005-0,25 72 +28.10° 1,84 +0,64-10° 26-10° McCarthy, 1999
Et Acry Schwein  LeberCE 0,025-2,5 134+16.10°  8,9+2,0.10° 6,64.10° McCarthy & Witz,
1997
Et But Schwein  LeberCE 0,1-12,7 0,44.10° 11,7.-10°/U - Adler et al., 1962
Et Methacry Schwein  LeberCE 0,025-2,5 159 + 90-10°® 52 +2,5107 3,30-10° McCarthy & Witz,
1997
EtPhen Prop Rind LeberCE. k. A. 1,3.10° k. A. k. A. Wynne et al., 1973
Me But Schwein  LeberCE 0,12-44,2 0,439.10° 11,7-10° /U k. A. Adler et al., 1962
Me Cinn Ratte Leber 0,25-8,17 0,39+0,0510° 53+15.10° k. A. Fahelbum &
James, 1977
Schwein  LeberCE 7 -40 33,3.10° k. A. k. A. Basak et al., 1997
Me PhenProp  Schwein  LeberCE 7 -40 59.10° k. A. k. A. Basak et al., 1997
Phen Ac Ratte LebMicr  0,5-4,0 1430 + 140-10° 800 + 75-10°® 559.10° McCracken et al.,
LebCyt 900 +500-10° 30,7 +3,010°  34.10° 1993
LungMicr 1460 + 580-10° 4,9 +3,1.10° 3,3.10°
LungCyt 1330 £ 550-10° 14,2+5,5.10° 11.10°
HautMicr 950 £ 100-10°  1,13+0,02-10°  1,2.10°
HautCyt 340 £5010°  3,4+14.10° 10.10°
BlutPl/Cyt 2340 +40-10° 290 + 40-10° 12410

Die Ldnge des Alkylrestes beeinflusst die Michaelis-Menten-Konstante. Ethylacrylat besitzt im
Vergleich zu Butylacrylat einen vierfach hdéheren K.,—-Wert. Der mittlere K.,-Wert fur
Ethylmethacrylat wurde als anndhernd doppelt so hoch bestimmt wie flir Butylmethacrylat. Vax
von Butylacrylat /-methacrylat war gegenlber Ethylacrylat /-methacrylat auf ein Sechstel /Drittel
verringert (McCarthy & Witz, 1997). Ghanayem et al. (1985) untersuchten den Einfluss von a-
Methylsubstituenten auf die Toxizitat von Acrylaten. In einer Studie mit PLE konnte der Einfluss
auf kinetische Parameter nicht belegt werden (Adler et al., 1962).

Hydrolysestudien mit biologischem Material des Menschen wurden bisher nur vereinzelt
publiziert. Eine Ubersicht dazu liefert Tab. 8. Im Vordergrund standen die vergleichende
Bewertung der Hydrolysierbarkeit von Phenylacetat sowie die Untersuchung der endogenen
Synthese von Fettsaureethylestern und deren Metabolismus (Doyle, 1994). McCracken et al.
(1993) untersuchten die in vitro Hydrolyseaktivitat der Ratte mit Phenylacetat und etablierten die
Substanz als Marker fur die Arylesteraseaktivitat in biologischen Systemen.

Die Ratte verfugt in Blut, Plasma und Serum Uber hdhere Esteraseaktivitaten als der Mensch
(Aldridge, 1953; Buchwald & Bodor, 1999 und 2000; McCracken et al., 1993 und 1993a;
Minagawa et al., 1995; Saghir et al., 1999). Human- und Rattenblut enthalten hohe Aktivitaten
an Cholinesterase (EC 3.1.1.7 und 3.1.1.8), dagegen ist die Aktivitat der Carboxylesterase (EC
3.1.1.1, EC 3.1.1.2 und EC 3.1.16) bei der Ratte gegentber der des Menschen deutlich erhéht.
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Tab. 8: Studien zur Hydrolysierbarkeit beim Menschen
Substanz  Testsystem So Hydrolyse- Michaelis-Menten-Parameter Referenz
[mM] parameter Kn Vinax Vinax /K
[mol /L] [mol/min] [I/min-g]
Phen Ac LeberMicr 05-4 k. A. 280 + 93.10° 57 +21.10° 0,204 McCracken et al.,
/g Gewebe 1993a
LeberCyt 0,5-4 k. A. 190+66:10°  37+8.10° 0,195
/g Gewebe
BlutPI 05-4 k. A. 1480 + 285.10° 250 + 54.10° 0,168
/ml Plasma
Serum 3,0 38-126-10°mol /ml k. A. k. A. k. A. Mutch et al., 1992
Serum-min
FAEE Fettgewebe k. A. tip=16-24h k. A. k. A. k. A. Doyle, 1994

Arndt & Krisch (1973) sowie Junge & Heymann (1979) stellten den Einfluss der Kettenlange von
Acyl- und Alkylresten auf kinetische Parameter bei der enzymatischen Hydrolyse von Methyl-
estern und Acetaten dar (Abb. 13 bis Abb. 16).

Substratinhibition setzte bei der Hydrolyse von Methylestern in Rattenlebercarboxylesterase bei
So> 0,01 mol/L ein. Ein scharfer Maximalwert flir V.« wurde bei der Acylkettenlange C,
(Methylbutyrat) ermittelt, wogegen der Verlauf von pK, keine Abhangigkeit von der
Acylkettenlange zeigte. Bei der Hydrolyse von Alkylacetaten stieg Vmax von Cq bis Cgs
kontinuierlich an und erreichte ein Maximum fir Propylacetat (Arndt & Krisch, 1973).
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Der Vergleich von Abb. 13 und Abb. 15 Iasst den Schluss zu, dass der starkere Einfluss auf
Vimax VOn der Kettenlange des Acylrestes ausgeht. Die zunehmende Alkylkettenlange von
Acetatestern ergibt ansteigende Werte flr pK,, die sich, ohne ein Maximum zu erreichen, bis zu
einer Acylkettenldnge von C; plateauférmig anndhern. Der Mechanismus verlauft wie bei allen
Serinesterasen Uber die Bildung eines Acyl-Enzym-Intermediats, dessen Zerfall als
geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Gesamtreaktion angesehen wird. Der Einfluss der
Ruckreaktion der Intermediat-Bildung ohne Substratumsatz, nimmt mit zunehmender
Hydrophobizitat des Alkylrestes zu, was letztlich zu einem Abfall der Gesamtumsatzrate (Vpmax)
bei Alkylkettenlangen von Cj; bis C; flhrt.

Bei der Hydrolyse von Acetatestern zeigt das Isoenzym V ein Minimum fir die Maximalge-
schwindigkeit bei den Alkylkettenlangen von Butyl-(C4) und Pentyl-(Cs)acetat (Abb. 16).
Isoenzym | zeigt dagegen die deutliche Praferenz fir den Umsatz von Acetaten mit langeren
Alkylresten. Der pK,—Wert beider Isoenzyme zeigt anndhernd gleich grof’e Werte und steigt mit
zunehmender Alkylkettenlange leicht an. Die Tendenz von Isoenzyme |, bevorzugt
Monoacylester mittlerer Kettenlange zu hydrolysieren, deckt sich mit seiner Cholinesterase-
eigenschaft. Fur Isoenzym V wurde eine hohere Substratspezifitdt nachgewiesen, was
besonders in der schnellen Transacylationskatalyse zum Ausdruck kommt. Fir die inversen
Ester Butylacetat und Methylpentanoat, die eine identische Summenformel und MolekiilgréRe
aufweisen, wurden &ahnliche K.,-Werte, aber deutlich verschiedene V. .—Werte bestimmt.
Ursache dafir kann eine ,unproduktive” Enzym-Substrat-Bindung [ES] sein: [ES] ist zu stabil, zu
instabil oder eine unvorteilhafte geometrische Anordnung des Substrates verhindert deren
Umsetzung (Savary, 1972).
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4 Problemstellung und Losungsansatze

Wie einleitend beschrieben, spielt die Hydrolysierbarkeit von Carbonsaureestern, die als
Aromastoffe und als Bestandteile von Lebensmittelverpackungsmaterial Bedeutung haben, bei
der toxikologischen Bewertung dieser Stoffe eine wichtige Rolle.

Seit der ersten Beschreibung enzymatisch katalysierter Reaktionen anhand von kinetischen
Parameter durch Michaelis und Menten (1928) werden kontinuierlich Studien verdffentlicht, die
Hydrolyseeigenschaften von Carbonsdureestern beschreiben. Castle et al. (1993), Dahl (1987),
Fahelbum & James (1977 und 1979), Hagan et al. (1967), Longland et al. (1977), McCarthy &
Witz (1997) sowie McCracken et al. (1993a) untersuchten verschiedene Carbonsaureester hin-
sichtlich ihrer Hydrolysierbarkeit in biologischem Material von Ratte, Kaninchen, Schwein und
Hamster sowie kinstlicher Magenflissigkeit und Darminhalt. Studien auf der Grundlage von
biologischem Material des Menschen existieren hingegen nur in geringer Anzahl. Uberwiegend
wurden Hydrolysestudien mit Phenylacetat veroffentlicht (McCracken et al., 1993; Mutch, 1992).

Auf diesen Grundlagen aufbauend sollen in unserer Studie mit Humanplasma die Hydrolyse-
eigenschaften von Carbonsdureestern ndher untersucht werden. Dazu ist es zunachst
erforderlich, eine geeignete Methode zu quantitativen Beschreibung der Hydrolysierbarkeit zu
validieren.

Im ersten Abschnitt werden zur Beschreibung der Hydrolyseeigenschaften anhand von
Esterabbauraten und/oder Eduktbildungsgeschwindigkeiten geeignete Modellsubstanzen und
pharmakokinetische Parameter festgelegt. Insgesamt werden 15 Carbonsaureester untersucht,
die sich hinsichtlich ihrer chemischen Struktur im Acyl- und/oder Alkylrest unterscheiden. Diese
Ester befinden sich in der standig aktualisierten JECFA Flavouring Agents Database (JECFA,
2002) und reprasentieren fur Aromastoffe charakteristische Strukturelemente. Die Substanzen
werden in drei Strukturkassen unterteilt:

o Ethylester mit linear unverzweigtem Acylrest verschiedener Kettenlange,
o Ethyl- und Benzylester mit verzweigtem oder aromatischem Acyl- oder Alkylrest und
o Ester mit identischer Summenformel und verschiedener chemischer Struktur.

Ziel der Arbeit ist es, den strukturellen Molekileigenschaften durch Ableitung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen einen Zusammenhang zwischen chemischer  Struktur und
Hydrolysierbarkeit zuzuordnen.

Einen Schwerpunkt bildet die Beurteilung der Hydrolyseeigenschaften von Tiglinsaureestern,
die sich in Studien mit Pankreas-, Darm- und Lebergewebe vom Schwein als langsam
hydrolysierbar erwiesen haben. Als Referenzsubstanz wird Phenylacetat verwendet. Diese
Verbindung wird in biologischen Medien mit Esteraseaktivitat schnell hydrolysiert und ist daher
als Marker flr Arylesteraseaktivitdt im Plasma geeignet (McCracken 45, 1993). Die von
Mutch (1992) und McCracken (1993) publizierten Hydrolyseparameter am Menschen werden
zur Plausibilitatskontrolle der erhaltenen Messergebnisse herangezogen.

Voraussetzung fir die Metabolisierung eines Stoffes ist seine Verteilung im Korper.
Carbonsaureester besitzen meist hydrophobe Eigenschaften, woraus die geringe Loslichkeit im
wassrigen Medium resultiert. Diese wiederum beeinflusst die Verteilung der Substanzen im
Organismus und damit deren Eliminierung.
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Voruntersuchungen sollen die Beurteilung der chemisch-physikalischen Eigenschaften der
Ester ermdglichen. Dazu wird die Ld&slichkeit der Ester experimentell bestimmt und die
Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten abgeleitet. Weiterhin wird ein geeignetes Verfahren
zur reproduzierbaren Gewinnung von Ratten- und Humanplasma etabliert. Als methodische
Vorversuche werden Hydrolyseexperimente in den biologischen Systemen Ratten- und
Humanplasma, kiunstliche Magenflussigkeit sowie Rattenleberhomogenat durchgefihrt.

Im Vordergrund der Kkinetischen Hydrolyseexperimente steht die Untersuchung von
Humanplasma. Rattenplasma wird zur Methodenvalidierung eingesetzt. Die in der
Vergangenheit veroffentlichten Studien zu Struktur-Wirkungsbeziehungen dienen als Ansatz fir
die Methodenentwicklung sowie zur Gegenuberstellung von Zwischenergebnissen. Zusatzlich
wird die Hydrolysierbarkeit in Rattenleberhomogenat und kinstlicher Magenflissigkeit
untersucht.

Ein geeignetes chromatographischen Analyseverfahren soll die Erfassung des zeitlichen
Verlaufs der enzymatischen Hydrolyse anhand der Esterhydrolyseprodukte (Alkohol und
Carbonsaure) ermdglichen. Aus der Eliminationsgeschwindigkeit werden folgende
pharmakokinetische KenngréfRen berechnet:

o spezifische Hydrolyseaktivitat,
o Halbwertzeit sowie
o enzymkinetische Parameter nach der Theorie von Michaelis-Menten.

Diese Parameter werden im Zusammenhang mit Reaktionsmechanismen der esterase-
katalysierten Hydrolyse sowie qualitativen und quantitativen Aussagen zu Reaktivitat und
Struktur der Carbonsaureester interpretiert.

Die zusammenfassende Bewertung der Ergebnisse soll darin minden, die untersuchten
Carbonsaureester anhand ihrer Hydrolysierbarkeit, unter Berlcksichtigung der strukturellen
Merkmale, in Gruppen einzuteilen.

AbschlielRend wird die Mdglichkeit der Extrapolation von Ergebnisse aus Tierstudien auf den
Menschen unter Berilcksichtigung verschiedener intrinsischer Unterschiede, der Kinetik und
Metabolisierung erdrtert. Weiterhin soll die Ubertragung von Daten aus in vitro Bedingungen auf
die Ableitung von in vivo Ergebnissen diskutiert werden.
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5.1 Zur Auswahl der Carbonsaureester und Herangehensweise

Es wurden Ester ausgewahlt, die sich hinsichtlich ihrer chemischen Struktur im Acyl- und/oder
Alkylrest unterscheiden (Abb. 17). Ausgehend von der Substanz Ethylheptanoat wurden
folgende Fragestellungen zur Beschreibung des Hydrolyseverhaltens gestellt:

o Einfluss der Kettenlange des Acylrestes bei Ethylestern,

o Einfluss des Alkylrestes im Vergleich von Ethyl- und Benzylestern,

o Vergleich von Estern mit identischer Summenformel und verschiedener chemischer
Struktur.

Ein Schwerpunkt lag auf der Beurteilung der Hydrolyseeigenschaften der Ester der Tiglinsaure
(trans-2,3-Dimethylacrylsaure): Ethyltiglat und Benzyltiglat. Tiglate haben sich in Studien mit
Pankreas-, Darm- und Lebergewebe vom Schwein als langsam hydrolysierbar erwiesen
(Grundschober, 1977).
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Abb. 17: Substratlbersicht fiir die enzymatische Hydrolyse in Humanplasma

Die Referenzsubstanz Phenylacetat (Abb. 18) wird in biologischen Medien mit Esteraseaktivitat
sehr schnell hydrolysiert und ist in vorangegangenen Studien als Marker flr
Arylesteraseaktivitat im Plasma eingefiihrt worden (McCracken et al., 1993).
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LA

Abb. 18: Referenzsubstanz Phenylacetat

In der ersten Projektphase wurden Ethylheptanoat, Ethyltiglat, Benzyiltiglat sowie Phenylacetat
untersucht und mit Rattenplasma als Hydrolysemedium zur Methodenentwicklung eingesetzt.
Diese Untersuchungen ermdglichten eine Abschatzung von Reproduzierbarkeit verschiedener
Hydrolyseexperimente und Einflussfaktoren. Diese Vorversuche flihrten zu allgemeinen
Aussagen, die eine Einordnung der hydrolytischen Aktivitdt von Humanblutplasma im Vergleich
mit anderen physiologischen Medien erlauben. Im einzelnen wurden Rattenblutplasma, Krebs-
Henseleit-Puffer als Leerwert fur Plasma, kinstliche Magenflissigkeit sowie Leberhomogenat
untersucht.

5.2 Loslichkeit der Carbonsaureester im wassrigen Medium

Eine wesentliche Voraussetzung fir die Metabolisierung eines Stoffes ist seine Verteilung im
Korper. Carbonsaureester werden im Allgemeinen als lipophile Substanzen bezeichnet, die sich
nicht oder schwer in Wasser 16sen und damit schlecht ausgeschieden werden. Die Ldslichkeit
ist somit ein wichtiger Parameter fur die Resorption, Verteilung und Eliminierung in vivo.

Die Umwandlung lipophiler Substanzen zu hydrophilen Metaboliten ist essentiell flr deren
Ausscheidung. Die Biotransformation von Carbonsaureestern erfolgt Gber den in Abschnitt 2.3
beschriebenen Weg. Darlber hinaus wird die Bioverfligbarkeit bei der enzymatischen
Hydrolyse mafRgeblich von der Ld&slichkeit im jeweiligen Hydrolysemedium bestimmt. Eine
Abschatzung der Ldéslichkeit ist daher fur die Beurteilung der Ergebnisse vorliegender Studie
unabdingbar.

Hansen und Andersen (1988) publizierten dazu sogenannte REM-Werte. Dieser Parameter
beschreiben als Relative Energy Difference ein Mal} fur die Affinitdt von Losemitteln gegenuber
dem zu lésenden Agens. REM-Werte berlcksichtigen Wechselwirkungen (unpolare, Dipol-,
Wasserstoffbriickenbindungen) und Energiedifferenzen zwischen Lésemittel und zu l6sender
Substanz.

Die untersuchten und strukturverwandten Carbonsaureester sowie deren Metabolite
(Essigsaure, Benzoesaure, Benzylalkohol, Butyl- und sec-Butylacetat, Ethanol, Ethylacetat,
Ethylcinnamat, Isoamylacetat, Methanol, Methyloleat, Stearinsaure) weisen REM-Werte > 1 auf;
das heil}t, sie besitzen eine geringe Affinitdt gegeniber Blutserum und werden somit als
schlecht I6slich charakterisiert (Hansen & Andersen, 1988). Darauf beruht die Annahme der
AbstofRung und physikalischen Barriere zwischen Lésemittel und Substanz.

Eine weitere Messgréflle zur Beschreibung des Ldslichkeitsverhaltens sind Verteilungskoeffi-
zienten. Kaneko (1994) untersuchte Verteilungskoeffizienten in Ratten- und Humanplasma.
Acetatester zeigten in Rattenplasma eine gegenuber Humanplasma um den Faktor 2,8 erhdhte
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Loslichkeit. Dieser Trend setzte sich bei C4 bis Cs -Alkoholen fort. Weiterhin liegen Hinweise
darauf vor, dass n-Alkylacetate im Vergleich mit iso-Alkylacetaten leichter 16slich sind.

Die Ldoslichkeit der untersuchten Carbonsaureester wurde in Krebs-Henseleit-Puffer bei einer
Temperatur von 37 °C bestimmt. Krebs-Henseleit-Puffer wurde auf pH 7,4 eingestellt und
entsprach damit den physiologischen Werten fur Mensch (Normalwert: 7,36 - 7,44) und Ratte
(Normalwert: durchschnittlich 7,36). Daruber hinaus besitzen Krebs-Henseleit-Puffer, Human-
und Rattenplasma eine ahnliche mineralische Zusammensetzung (Abb. 19 sowie Tab. 34 in
Anhang III).
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EKrebs-Henseleit-Puffer B Rattenplasma [ Humanplasma
Abb. 19: Zusammensetzung von Krebs-Henseleit-Puffer im Vergleich mit Ratten- und

Humanplasma

Fir den Puffer wurde bideionisiertes, membranfiltriertes Wasser verwendet, da Fremdionen
bekanntermalien die Konformation von Proteinen beeinflussen kdénnen (Hayakawa, 1989;
Rick, 1990). Unter diesen Bedingungen wurden die Untersuchungsparameter der folgenden
Hydrolyseexperimente simuliert.

Tab. 9 zeigt eine Ubersicht der ermittelten Ergebnisse im Vergleich mit Literaturangaben und
dem Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (log Pow). log Pow wird haufig zur Abschatzung
der Affinitdt eines Analyten zu biologischen Membranen und damit als MaR fir die
Bioakkumulation einer Substanz herangezogen. Er beschreibt modellhaft die Fahigkeit einer
Substanz, Membran-Lipidschichten durch Diffusion passieren zu kénnen und wird zur
Beurteilung der Resorbierbarkeit einer Substanz aus dem Magen-Darm-Trakt genutzt (Hansch
& Leo, 1979). Analytisch stellt der Koeffizient die Verteilung einer Substanz in einem gesattigten
n-Octanol-Wasser-Lésemittelgemisch dar. Je groRRer der Koeffizient ist, desto hoher ist in der
Regel die Affinitat zur organischen Phase:

c co = Konzentration des Analyten in der n-Octanol-Phase
10g( P,y ) =~% 0 vt

cw = Konzentration des Analyten in der wéssrigen Phase
w
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Tab. 9: Loslichkeit von Carbonsaureestern in Krebs-Henseleit-Puffer (Messwerte) im Vergleich
mit Longland et al. (1977) in aqua dest. bei 37°C sowie dem Octanol/Wasser-
Verteilungskoeffizienten (log Pow)

log Pow [nach Longland et al., 1977] Messwerte

Substanz Summenformel Néiherung3 ,mg /100 ml H,O* [mmol /L] [mmol /L]
Ethylpropionat CsHio Oy 1,071 - - 183,2 + 36,2 (n = 5)
Ethylbutyrat Cs Hi2 Oy - 600 56,8 -
Ethylvalerat C7Hi4 O, 1,939 - - 11,30 + 1,25 (n = 5)
Ethylisovalerat C7H44 Oy 1,881 230 17,7 -

- - 13,90 + 0,96 (n = 6)
Ethylcaproat Cg Hig O3 - 3,2 3,19 -
Ethylheptanoat Co His Oy 2,807 17 1,07 -

- - 0,69+0,18 (n=7)
Ethylpelargoat C11 Hx O, - 1,2 0,064 -
Ethylundecanoat Ci3 Has O 4,543 - - 0,091+ 0,0038 (n = 3)
Ethyllaurat* Cis Hag O3 - 2,7 0,118 -
Ethylmyristat Ci H32 Oy 5,845 - - 0,064 £ 0,040 (n=4)
Ethyltiglat C7 Hi2 O, 1,904 - - 16,10 + 2,04 (n = 6)
Benzyltiglat C1z His O3 3,324 - - 0,49 £ 0,06 (n =4)
Benzylsalicylat Cis Hi2 O 3,519 - - 0,24 +0,02 (n=4)
Benzylphenylacetat Cis5 His O 3,475 - - 0,21+ 0,05 (n=5)
Ethylphenylacetat Cio H12 O3 2,275 - - 8,69+ 1,41 (n=4)
Methylphenylacetat®  CgoHi O, - 9 0,60 -
Ethylsalicylat Co Hio O3 2,319 - - 1,83+£0,18 (n =6)
Ethylcinnamat C11 Hi2 O3 3,099 - - 1,60+ 0,41 (n=6)
Methyloctanoat Co Hig Oy 2,838 - - 0,70 + 0,06 (n = 6)
Heptylacetat Co Hyis Oy - - 0,86 + 0,09 (n = 5)
Isoamylbutyrat CoHis Oy 2,749 24 1,52 -

- - 0,88+0,13(n=7)
Isoamylcaproat C11 Hz O - 1,5 0,081 -
Phenylacetat Cs Hs O, 2,026 - - 35,1+1,94 (n=4)
Phenylethylacetat* C1o H12 O3 - 126 7,67 -

Die Léslichkeit von Ethylestern mit linear gesattigter Acylkettenlange wurde von 3 bis 14
Kohlenstoffatomen untersucht (Abb. 20). Sie weist mit 0,064 mM fiir Ethylmyristat (Cq4) bis
183 mM fir Ethylpropionat (C3) auf gro3e Unterschiede in den polaren Eigenschaften der
Substanzen hin.

Mit zunehmender Kettenldnge des Acylrestes nimmt der unpolare Einfluss zu und fuhrt zu
ansteigender Hydrophobie des Molekiils. Diese Beobachtung wird gestitzt durch die
Ubereinstimmung mit Literaturangaben fir die Lé&slichkeit in destilliertem Wasser
((Longland, 1977). Ein signifikanter Unterschied zwischen der L&slichkeit in Krebs-Henseleit-
Puffer (pH 7,4) und destilliertem Wasser bei 37 °C wurde nicht festgestellt.

Ethylvalerat und —isovalerat zeigen, unter Bezugnahme auf die Literaturangabe (Longland
et al., 1977), keinen signifikanten Unterschied in der Loéslichkeit. Ein polaritatsverandernder
Einfluss von Verzweigungen in kurzkettigen Acylresten auf das Gesamtmolekul konnte
demnach nicht nachgewiesen werden.

3Absché\tzung mittels interaktivem logP-Kalkulator miLog 1.2
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Abb. 20: Loslichkeit von Ethylestern mit aliphatisch linear gesattigtem Acylrest sowie
Ethylisovalerat in Krebs-Henseleit-Puffer bei 37°C im Vergleich mit Longland et al. (1977)

Aromatische Substituenten erhéhen den lipophilen Einfluss des jeweiligen Molekilrestes. Bei
Ethylestern mit aromatischen Acylresten wurde ein deutlicher Abfall der Léslichkeit beobachtet
(Ethylphenylacetat, -salicylat und —cinnamat). Substanzen, die aromatische Reste im Acyl- und
Alkylrest  aufweisen, besitzen = dagegen  deutlich  hydrophobere  Eigenschaften
(Benzylphenylacetat und —salicylat; Ethyl- und Benzyltiglat), siehe Abb. 21.

Substanzen mit identischer Summenformel (CqH450.) zeigen ahnliche polare Eigenschaften. Mit
zunehmender Kettenldnge steigt die Hydrophobie des Alkylrestes in der Reihenfolge
Methyloctanoat — Ethylheptanoat — Isoamylbutyrat. In gleichem MalRe nehmen die hydrophilen
Eigenschaften des Acylrestes zu. Im Gesamtmolekil heben sich diese Einflisse auf (Abb. 22).
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Abb. 21: Loslichkeit von Ethyl- und Benzylestern in Krebs-Henseleit-Puffer bei 37°C im Vergleich

mit Longland et al. (1977)
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Abb. 22: Loslichkeit von Estern mit identischer Summenformel und unterschiedlicher chemischer
Struktur sowie Isoamylcaproat (IACap) in Krebs-Henseleit-Puffer bei 37°C (Messwerte)
im Vergleich mit Longland et al. (1977) in Wasser bei 37°C

Anhand ihrer Loslichkeit gemaR Tab. 9 wurden die untersuchten Carbonsaureester den
folgenden drei Loslichkeitsklassen zugeordnet:

begrenzt 16slich: Substanzen, in denen sich polarer und unpolarer Rest ausgleichen (Acyl-
und Alkylreste mit niederen und mittellangen Kohlenstoffketten, einzelne
aromatische Carbonsauren): begrenzt I6slich in Wasser, [6slich in Ether,

bedingt 16slich: Substanzen, in denen sich polarer und unpolarer Rest ausgleichen,
tendenziell ist der unpolare Einfluss erhoht (Acyl- und Alkylreste mit
aromatischen Carbonsduren, niederen und mittellangen Kohlenstoff-
ketten): bedingt 16slich in Wasser, 16slich in Ether sowie

minimal I6slich: Ester, in denen der unpolare Rest im Acyl- oder Alkylrest Uberwiegt
(> 6 Kohlenstoffatome, aromatische Carbonsauren oder Alkohole):
minimal l0slich in Wasser, 16slich in Ether.

Die Mehrheit der untersuchten Ester wurde als begrenzt oder bedingt 18slich eingestuft.
Besonders Ethylester mit kurzkettigen Fettsduren (< 6 Kohlenstoffatome) kdnnen
Ubereinstimmend mit Literaturangaben (Jahreis, 1998 und Mills, 1999) als gut wasserléslich
bezeichnet werden. Im Bereich eines mittellanges Acylrestes (bis 10 Kohlenstoffatome;
Goss, 1999) wurden bedingt wasserlosliche Eigenschaften nachgewiesen (Tab. 10).

Bei Ethylestern mit langkettigem Acylrest (> 10 Kohlenstoffatome) betrug die Loslichkeit
<0,10 mM (Savary, 1970). Fir diese im Wassrigen minimal l6slichen Substanzen war der
Nachweis einer hydrolytischen Spaltung nur schwer maoglich. Die groRe Schwankungsbreite der
Ergebnisse resultiert aus der Nahe der Messdaten zur Nachweisgrenze.
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Tab. 10: Loslichkeit der untersuchten Carbonsaureester in Krebs-Henseleit-Puffer

Léslichkeitsklasse Substanz Loéslichkeit in Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4; 37°C)

begrenzt I6slich Ethylpropionat 10 mM > Léslichkeit < 250 mM
Ethylvalerat
Ethylisovalerat
Ethyltiglat
Ethylphenylacetat
Phenylacetat

bedingt I16slich Ethylheptanoat 0,170 mM > Léslichkeit < 10 mM
Ethylcinnamat
Benzyltiglat
Benzylsalicylat
Benzylphenylacetat
Methyloctanoat
Isoamylbutyrat

minimal 16slich Ethylundecanoat <0,10 mM
Ethylmyristat

Zusatzlich lassen sich Aussagen Uber das Anreicherungsvermoégen in biologischen Medien
ableiten. Man unterscheidet nach Schafer & Marquardt (2004) drei Gruppen:

¢ (log Pow < 0,5): nicht anreichernd bzw. schlechte Resorption aufgrund niedriger

Lipophilitat,
¢ (0,5 > log Pow < 2): leicht anreichernd bzw. gute Resorption sowie
o (log Pow > 2): stark anreichernd bzw. zunehmend geringe Resorption aufgrund

schlechter Wasserloslichkeit.

Auler Ethylpropionat, -valerat, —isovalerat und —tiglat besitzen alle untersuchten Ester mit
einem log Poyw > 2 eine starke Tendenz zur Anreicherung (Abb. 23). Fir hydrophobe Ethylester
(Acylrest C,, > 6) wurde von Laposata et al. (1989) eine Anreicherung im Fettgewebe von Ratten
beschrieben. Die Substanzen werden im adipdsen Gewebe gespeichert, gelangen nach und
nach in den Blutkreislauf und zirkulieren tGber mehrere Stunden im Korper (Saghir et al., 1997).
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Abb. 23: Schematische Darstellung der negativen Korrelation von Léslichkeit in Krebs-Henseleit-

Puffer (37 °C) und Hydrophobizitat von Carbonsaureestern log Pow
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Abb. 24: Loslichkeit in  Krebs-Henseleit-Puffer (37 °C) und Hydrophobizitdt log Pow von

Carbonséaureestern

Die Geschwindigkeit der Diffusion durch lipophile Zellmembranen steigt nicht parallel zu
log Pow. Bei sehr guter Verteilung und gleichzeitig sehr geringer Léslichkeit im Wassrigen rei-
chern sich lipophile Substanzen in der Membran an (Dekant, 1994). Tab. 9 zeigt in Verbindung
mit Abb. 24 die mit abnehmender Ldoslichkeit erwarteten ansteigenden Werte fir log Pow.
Dieser Zusammenhang bestatigt zusatzlich die experimentell erhaltenen Ergebnisse fur die
Léslichkeit.

5.3 Plasmagewinnung

Blutplasma ist das zu Untersuchungen der Enzymaktivitat oder auf dem Gebiet der Metabolis-
musstudien am haufigsten verwendete biologische Material auf3erhalb des klinisch-chemischen
Bereiches. Vollblut oder Serum spielen als Untersuchungsmaterial eine untergeordnete Rolle.
Vollblut besteht aus einer eiweilkreichen Flissigkeit, dem Blutplasma. Es macht ca. 55 % seines
Gesamtvolumens aus. Daneben sind Erythrozyten (44 Vol %), Leucozyten, Lymphozyten und
Thrombozyten (zusammen ca.1Vol%) im Blut enthalten (Pschyrembel, 2001;
Rapoport, 1987). Nach der Ausfallung des Fibrins im Plasma wird Blutserum erhalten. Dieser
als Spontangerinnung bezeichnete Vorgang dauert mindestens 30 Minuten.

Im Vordergrund dieser Studie stand die Untersuchung der so weit wie mdglich origindren
Esteraseaktivitat im Plasma. Jeder Zeitverzug besonders bei Temperaturen tGber 4 °C wirde
zum Abfall der Enzymaktivitat fihren. In Anlehnung an die Methodik von McCracken (1993)
wurde das Vollblut daher unmittelbar nach der Gewinnung auf 4 °C abgekuhlt, 10 min gelagert
und im Anschluss zentrifugiert, ohne die Kuhlkette zu unterbrechen. Bei der Plasmagewinnung
wird die Spontangerinnung durch den Zusatz eines Antikoagulans unterbunden. Calcium
katalysiert mehrere Stufen der Thrombinbildung und damit die Blutgerinnung. Die Wirkung
eines Antikoagulans besteht demnach im Entfernen entsprechender lonen. Nur das verwendete
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Heparinat bindet Calcium reversibel und zeitlich begrenzt. Es wird aus dem Plasma nicht
entfernt. Eine Konformationsanderung, hervorgerufen durch eine veranderte lonenzusammen-
setzung bei Plasmaproteinen, kann damit weitestgehend ausgeschlossen werden. Andere
gerinnungshemmend wirkende Substanzen wie Citrate und EDTA (Komplexbildung) oder
Oxalat und Fluorid (Ausfallung) entfernen Calciumionen dauerhaft aus dem Plasma und sind
aus genannten Grunden fir Metabolismus- oder Enzymaktivitatsbestimmungen ungeeignet
(Englhardt, 1974; Peter, 1977; Rick, 1990). Plasma ist im Gegensatz zu Serum praktisch frei
von Hamoglobin. Hamoglobin im Plasma zeigt die Lyse von Erythrozyten (Hamolyse) an und
weist auf Stérungen bei der Plasmagewinnung hin. Die Freisetzung des Zellinhalts von Erythro-
zyten fuhrt zur Erhdéhung der Kalium- und Phosphatkonzentration sowie der Aktivitat
verschiedener Enzyme (Rick, 1990). Hamolytisches Plasma wurde nicht fur die Plasmapool-
gewinnung verwendet. Ziel der Plasmagewinnung war es, mehrere Pools mit vergleichbarer
Esteraseaktivitat zu erhalten. Dabei wurden verschiedene Einflussfaktoren auf die spezifische
Enzymaktivitat im Blutplasma bertcksichtigt und wie folgt minimiert:

Interindividuelle Schwankungen

Mutch et al. (1992) quantifizierten die interindividuelle Schwankungsbreite der Esteraseaktivitat
verschiedener Enzyme im Humanblut. Mit Phenylvalerat und -acetat wurde die spezifische
Esteraseaktivitat mit 2,5 bis 16,2 (n = 113) und 38 bis 126 pmol /ml-min (n = 124) bestimmt. Die
Untersuchung der interindividuellen Schwankung war nicht Gegenstand der Dissertation. Durch
das Anlegen der Plasmapools wurde ein mittlerer Wert flir die Esteraseaktivitat ermittelt, der
eine speziesspezifische Betrachtung von Ratte und Mensch erméglichte. Generell wurde ange-
strebt, dass sich bei wiederholter Gewinnung von Humanplasma die selben Probanden zur
Verfligung stellen. In Anlehnung an McCracken (1993) und Minagawa (1995) entstammten die
Ratten dem gangigen Zuchtstamm Wistar/Hann und wurden aus der institutseigenen Tierzucht-
anlage bezogen.

Geschlechtsspezifische Unterschiede

Geschlechtsspezifische Unterschiede sind bei der Ratte hinsichtlich der Carboxylesterase-
aktivitat (Gad, 1994; Robbi, 1983) und beim Menschen aus der klinischen Diagnostik bekannt
(Feissli, 1966). In der vorliegenden Studie wurde ausschlief3lich Blut mannlicher Probanden
verwendet. Alle Ratten waren mannlichen Geschlechts.

Krankheitsspezifische Unterschiede

Organerkrankungen konnen zu einem erhéhten endogenen Enzymabbau (Proteinkatabolismus
und Proteinresorption Uber das lymphatische System) flihren und verandern damit das Enzym-
verteilungsmuster im Blutplasma und den Organen (Englhardt, 1966; Haug, 1969). Alle Proban-
den waren nach eigenen Angaben gesund. Die inneren Organe der Ratten wurden
augenscheinlich begutachtet; es kam nur das Blut gesunder Tieren zur Anwendung.

Tagesschwankungen

Die Blutentnahme fand unter konstanten Bedingungen am nuchternen Probanden unter Ruhe-
bedingungen statt, da Tagesschwankungen den Enzymspiegel nach kérperliche Belastung oder
Nahrungsaufnahme verandern (Massarat, 1964; Otto, 1964). Die Entnahme von Rattenblut
erfolgte einheitlich morgens, kurz nach Beginn des Tagrhythmus an der niichternen Ratte.
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Altersabhéngige Schwankungen

Die méannlichen Probanden wiesen ein weites Altersspektrum auf (Tab. 11). Die Humanpools
reprasentierten damit die Esteraseaktivitdt eines mittleren Alters von 42,8 +9,6 bis
44 4 + 11,1 Jahren. Solbach und Merten veréffentlichten 1965 eine umfangreiche Studie zur
altersabhangigen Anderungen von Enzymaktivitdten im Humanblut. Dagegen konnten Williams
et al. (1989) keinen signifikanten Hinweis auf eine altersabhangige Esteraseaktivitaten beim
Menschen finden.

Tab. 11: Parameter zur Gewinnung von Humanplasma

Pool- Anzahl der  Alter der Probanden [Jahre] Blutvolumen Plasmaausbeute  Proteingehalt
Nummer Probanden Median Min Max je Proband [ml] [Vol %] [g/L]

(h) 002.003 10 444 + 111 M 30 66 ca. 70 ca. 35,4 93,2+0,7
(h) 014.704 14 446 + 12,2 43 23 67 ca. 70 ca. 42,1 89,1+0,5
(h) 020.504 16 428 + 96 41 23 59 ca. 130 ca. 38,2 95,4+0,6

Um diesen widersprichlichen Angaben gerecht zu werden, wurde ein im Mittel vergleichbares
Alter der Probanden angestrebt. Entsprechend entstammten die Ratten meist einem Wurf und
hatten ein Alter von 60 bis 80 Tagen (Tab. 12).

Tab. 12: Parameter zur Gewinnung von Rattenplasma

Pool- Anzahl  Alter’ Haltungs- Korpergewicht®  BlutVol* BlutVol® Plasma- Protein-
Nummer  der Tiere der Tiere dauer’ KG [g] je Ratte [ml] je g KG [ml] ausbeute [Vol %] gehalt [g /L]
(r) 982.501 9 13 Wo. 14 d k.A. + kA ca.80 k. A. ca. 35,0 725+1,0
(r) 982.903 3 15 Wo. 10d k.A. + kA ca. 10,0 k. A. ca. 33,3 68,9+0,7
(r) 001.703 20 16 Wo. 6d 526,5 + 471 ca. 11,6 ca. 0,022 ca. 49,4 71,1+£0,5
(r) 003.602 23 12 Wo. 8d 4110 + 152 ca. 8,1 ca. 0,020 ca. 38,5 61,5+0,2
(r) 005.202 12 15 Wo. 27d 4540 + 256 ca.8,8 ca. 0,019 ca. 45,7 66,8 + 0,7
(r)011.501 10 17 Wo. 87d 546,7 + 311 ca. 10,2 ca. 0,019 ca. 51,0 68,2+ 0,6
(r) 012.001 20 12 Wo. 25d 380,2 + 234 ca. 9,1 ca. 0,024 ca. 53,6 71,9+11
(r) 015.002 11 10 Wo. 19d 3191 + 154 ca.8,7 ca. 0,027 ca. 49,5 61,1+1,8
(r)015.004 19 10 Wo. 21d 326,2 + 19,2 ca.9,0 ca. 0,028 ca. 53,0 62,8 £0,7

1 Alter zum Zeitpunkt der Blutentnahme; 2 Haltungsdauer der Tiere vor Ort; 3 durchschnittliches Kérpergewicht der Tiere am Tag
der Plasmagewinnung; 4 gewonnenes Blutvolumen je Tier; 5 gewonnenes Blutvolumen bezogen auf das Koérpergewicht der Tiere

Im Anschluss jeder Plasmagewinnung wurde der Proteingehalt nach Lowry bestimmt. Fur beide
Plasmaarten konnten gut reproduzierbare Proteingehalte ermittelt werden (Abb.25 und
Abb. 26). Zur Plausibilitatspriifung wurden Literaturangaben zur physiologischen Zusammen-
setzung herangezogen (Tab. 13):

Tab. 13: Literaturangaben zum Proteingehalt von Ratte und Mensch
Plasmaart Proteingehalt Anmerkungen Referenz
Rattenplasma 63,0g/L mittlerer Wert fir erwachsene mannliche ~ Waynforth, 1992
Wistar-Ratten, ca. 3 Monate alt
Humanplasma 7,259 /100 ml Gesamtprotein Biotest-Information, 2003 (www.biotest.de)
6-8g/100 ml Gesamteiweil’ Buddecke, 1999; Schenk, 1990
6,5-7,9% Gesamtprotein Leuthardt, 1963
60-80g/L Gesamtprotein, meist anionisch Mairbaurl, 2001
7-8% EiweilRkorper Pschyrembel, 2001

72+7g/L Konzentration der Plasmaproteine Rapoport, 1987
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Abb. 25: Proteingehalt von Rattenplasma verschiedener Pools

Insgesamt wurden fir Ratten —und Humanplasma gut reproduzierbare Proteingehalte bestimmt.
Auffallig ist der um bis zu 19 % erhdhte Proteingehalt fir Humanplasma im Vergleich mit
Literaturangaben (Abb. 26). Da alle Messwerte gleichermal3en auf den Proteingehalt bezogen
wurden, hebt sich dieser Einfluss beim Vergleich mit Ergebnissen in Humanplasma auf.
Ursache konnte die Differenz in der Aminosaurezusammensetzung der verschiedenen Albumi-
ne sein, da die Fraktion V von Ratten- und Rinderserumalbumin im Gehalt von Tyrosin und
Tryptophan gegeniiber Humanserumalbumin eine bessere Ubereinstimmung zeigt.

100

Proteingehalt [g /L]

Literatur (h)002.003 (h)014.704 (h)020.504

Abb. 26: Proteingehalt von Humanplasma verschiedener Pools
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5.4 Validierung der Methode

5.4.1 Versuchsaufbau und Reagenzien

Die Bedingungen zur Ermittlung von Zeit-Umsatz-Kurven wurden in Anlehnung an die standar-
disierte Methode zur Bestimmung von Enzymaktivitdten in biologischen Flussigkeiten
(Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie, 1972) sowie unter Beruck-
sichtigung der Vorschrift zur Durchfiihrung der Hydrolyse in Abhangigkeit vom pH (Amtsblatt
der EG Nr.L251/216 vom 19.9.84) festgelegt. Die allgemeinen Anforderungen zur
Durchfihrung enzymatischer Analysen gemall §35LMBGL0.0023 (1992) wurden
berlcksichtigt.

1. Hydrolysemedium
2. Interner Standard
3. Extrationsmittel

Papierrundfilter
Kieselgur (Extrelutt®NT)

Papierrundfilter

Auslaufkantle

Probenauffanggefal? aus
| —Glas mit Schliffverschluss

Abb. 27: Schematische Darstellung der saulenchromatographische Reinigung der Probe aus
biologischem Material

Die minimale Reaktionszeit bei der Erfassung von Zeit-Umsatz-Kurven betrug 4 Minuten. Ester
mit hoher Hydrolyserate wie Phenylacetat erforderten das Verdinnen von Blutplasma und
Leberhomogenat. Als Lésemittel wurde Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4) eingesetzt. Der Puffer
ist hinsichtlich pH-Wert und mineralischer Zusammensetzung mit Blutplasma vergleichbar
(Abb. 19 in Abschnitt 5.2). Die Inkubationstemperatur der Ester im biologischen Medium betrug
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37 £ 1°C. Diese Temperatur simulierte die Kérpertemperatur von Mensch (Normalwert Mensch:
36,5 - 37,8°C) und Ratte (Normalwert & 38,1°C). Sie stellt einen mittleren Temperaturbereich
dar und reprasentiert das Optimum flir Enzyme mit Esteraseaktivitat.

Die enzymatische Hydrolyse wurde unverzuglich nach der Probenahme durch das Aufgeben
auf die Festphasensdule mit Extrelut® gestoppt (Abb. 27). Extrelut® ist ein weitporiges
Kieselgur, dass wassrige Proben vollstandig aufnimmt. Mit den Lésemitteln Ethylacetat und n-
Hexan wurden der Analyt vollstandig eluiert, wahrend Wasser, Salze und Proteine auf der
Saule verbleiben. Anhand der Wiederfindungsraten wurde fir alle Analyten demonstriert, dass
dieses Verfahren fur die Untersuchungszwecke geeignet ist (Anhang Il, Tab. 33).

Die Inhibition der Esteraseaktivitat wurde in Vergangenheit durch Zusatz von starken Sauren
wie 4 N HCI oder 1,5 M H,SO4 (Albro, 1973), Fluorid (Arndt, 1973; Boyer, 1971; Toennes, 1999)
Aceton (Werner et al., 1997) oder Physostigmin (Junge et al., 1979) beschrieben. Junge et al.
(1979) zeigten anhand verschiedener Isoenzyme der Schweineleberesterase, dass Physostig-
min einzelne Fraktionen der Isoenzyme in ihrer Aktivitdt kaum beeintrachtigt. Sauren kénnen
eine unerwlnschte nichtenzymatische Esterhydrolyse induzieren und damit Messdaten
verfalschen. Die Esteraseinhibition durch Fluorid bis 98 % erfordert eine Inkubationszeit von ca.
30 min. Daruber hinaus beschreibt Dahl (1987) ein aufwendiges Verfahren durch Zusatz von
Isopropanol und Einfrieren in Flussigstickstoff. Letztlich erwies sich das Abstoppen der Enzym-
reaktion durch Chemikalienzusatz als unpraktikabel und wurde verworfen.

5.4.2 Substratkonzentration

Voraussetzung flir reproduzierbare Ergebnisse bei enzymkinetischen Untersuchungen ist die
exakte Vorlage einer definierten Initialkonzentration (Substratanfangskonzentration Sy). Diese
wurde in der Hydrolysenldsung eingestellt, indem aus einer Substratstammlésung definierter
Konzentration ein definiertes Volumen in die Hydrolysenlésung gegeben wurde, aus der sich Sy
rechnerisch ermitteln Iasst. Diese Verfahrensweise erforderte ein flr das Substrat geeignetes
Losemittel. Tab. 14 gibt eine Ubersicht der gebrauchlichen Lésemittel, die zum Abstoppen von
enzymatischen Reaktionen verwendet werden.

Tab. 14: Gegeniberstellung verschiedener Losemittel fiir die Substratdotierung
Loésemittel Substrat Referenz Anmerkung
Wasser Ethylacetat Gallaher, 1977 zu geringe Loslichkeit
Methanol (1 M) Phenylacetat Junge, 1979 als Hydrolyseprodukt Einfluss auf das Reaktionsgleichgewicht;
Wechselwirkung mit Acyl-Transfer-Intermediat, non-kompetetiver
Inhibitor
Ethanol Acetate Dahl, 1987; als Hydrolyseprodukt Einfluss auf das Reaktionsgleichgewicht,
Acrylate McCarthy, 1977 Wechselwirkung mit Acyl-Transfer-Intermediat,
1-Butanol Acetate Greenzaid, 1971 Wechselwirkung mit Acyl-Transfer-Intermediat,
2-Butanol - Zollner, 1999 Acetylesterase EC 3.1.1.6 — Inhibitor
Aceton Acetate Greenzaid, 1971 Denaturierungsmittel, als Losemittel zu polar um hydrophobe
Ester zu l6sen
Acetonitril Acetate Yan, 1999 Denaturierungsmittel, als Losemittel zu polar um hydrophobe
Ester zu l6sen
Dimethylsulfoxid fur Ames- und Greenzaid, 1971 Denaturierungsmittel, als Lésemittel zu polar um hydrophobe
Mikrokerntest Ester zu l6sen
1,4-Dioxan Acetate Greenzaid, 1971; keine Inhibitoreigenschaften; gute Ldslichkeit aller Ester

Zollner, 1999
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Ester mit kurzkettigen Acyl- und Alkylgruppen sind schwach acide Losemittel. Sie besitzen
nucleophile Eigenschaften gegenliber der Acylgruppe des Acyl-Transfer-Intermediats.
Greenzaid et al. (1971) beobachteten bei geringen Konzentrationen (Methanol < 0,5 M;
Ethanol < 0,3 M; 1-Butanol < 0,1 M) eine Steigerung und bei hoheren Konzentrationen eine
Verringerung die Hydrolyserate. Methanol werden nonkompetitive Inhibitoreigenschaften
zugeschrieben. Es bindet nicht an das freie Enzym sondern an den Enzym-Substrat-Komplex,
woraus ein inaktiver Komplex entsteht, der nicht weiter reagieren kann.

In unserer Studie wurde 1,4-Dioxan als Substratlosemittel eingesetzt. Die Substanz erflillte
folgende Anforderungen:

o keine Inhibitoreigenschaften gegeniiber Esterase (Greenzaid, 1971; Zollner, 1999),
) gute Lésungseigenschaften der Carbonsaureester,

o geringe Toxizitat,

o geringes Denaturierungspotential.

Im nachsten Schritt stand die Minimierung des Volumens der Substratstammlésung im
Vordergrund. Der Volumenanteil der Substratldsung im Hydrolyseansatz betrug 0,07 bis
maximal 0,17 Vol %. Daraus ergab sich ein Gesamtvolumenanteil des Ldsemittels von
0,09 Vol % (Ethylmyristat) bis maximal 0,14 % (Ethylpropionat).

Mafgeblich fir die Bewertung der Hydrolyserate der in Abschnitt 2.4 diskutierten enzym-
katalysierten Reaktionen ist ausschlielllich die Substratanfangskonzentration Sy. Ein Vergleich
der Hydrolysegeschwindigkeiten verschiedener Substanzen ist nur mdglich, wenn unter
identischen Reaktionsbedingungen, einschliel3lich Sy, gearbeitet wird. Um verlassliche und gut
reproduzierbare Werte fir Werte fir K, und Vg zu erhalten, sollte S, im Bereich
0,1 K, bis 5 K, liegen. Oberhalb dieses Konzentrationsbereiches ist praktisch kein Einfluss auf
die Reaktionsgeschwindigkeit mehr messbar (Rapoport, 1987).

In Vorversuchen wurde durch Einzelbestimmungen ein Schatzwert fir die zu erwartende Gréfle
der Michaelis-Menten-Parameter ermittelt. Arndt (1973) wies bei der Hydrolyse von
Methylbutyrat durch Carboxylesterase aus Rattenleber ab Sy > 10 mM Substrathemmung nach.
Andere Studien verwendeten &hnliche Konzentrationen: ,0“—-2 mM (Britt, 1992); 5 - 10 mM
(Dahl, 1985); 0,5—4,0 mM (McCracken 46, 1993) oder 1 mM (Yan, 1999). Dagegen beschrieb
Gallaher (1977) die Hydrolysierbarkeit von Ethylacetat in Rattenplasma mit So=22,70 mM.
Acrylatester wurden mit Sy =0.005-0.250 mM und Carboxylesterase von Schweineleber
untersucht (McCarthy, 1997).

5.4.3 Clean up

Bei den untersuchten Analyten handelt es sich um Carbonsaureester, Alkohole und
Carbonsauren (siehe Abschnitt 8.4, Tab. 25 und Tab. 26). Zunachst wurden die apolaren
Analyten aus dem polaren Hydrolysemedien (Blutplasma, klinstliche Magenflissigkeit, Krebs-
Henseleit-Puffer) sdulechromatographisch an Extrelut® isoliert. Ziel der Extraktion war die
quantitative Abtrennung der zu analysierenden Verbindung von der Probenmatrix und die
Uberfiihrung in ein Medium, das zur gaschromatographischen Analyse geeignet ist. Bei der
Extraktion wurde die wassrige Probe auf eine mit Extrelut® gefiillte Glassiule gegeben. Nach
Zugabe des internen Standards auf die Saule wurden Analyt (Ester, Carbonsdure oder Alkohol)
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und interner Standard mittels n-Hexan (Analyt: Ester) oder Ethylacetat (Analyt: Carbonsaure
oder Alkohol) aus der wassrigen Phase extrahiert (siche Abb. 27).

Die Carbonsauren Propionsaure bis Octansaure sowie Tiglinsdure und Benzylalkohol stellen
leichtfliichtige Substanzen mit Molgewichten von 74 g/mol bis 144,22 g/mol dar. Die stark
polaren FFAP-Phase (Polyethylenglycol-2-nitroterephthalsdureesterphase) ermdglichte eine
direkte gaschromatografische Analyse dieser Substanzen aus der aufgereinigten Probe. Bei der
Hydrolyse von Benzyltiglat wurden Benzylalkohol- und Tiglinsdure simultan bestimmt (Abb. 28).
Benzylalkohol wurde im Vergleich zu Tiglinsdure mit ca. dreifach hoherer Empfindlichkeit
gemessen, die sich aus den durchschnittichen Responsefaktoren flir Benzylalkohol
(RFx = 0,43) und Tiglinsdure (RF, = 1,14) abgeleiten I&sst.
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Abb. 28: GC-Chromatogramm mit MN permabond® FFAP-DF-0.25 (30mx 0,32 mm) fir

Tiglinsdure und Benzylalkohol aus der Hydrolyse von Benzyltiglat in Humanplasma
(Plasmacharge: (h)020.504; Sy = 1,00 mM; t; =30 min, Interner Standard Pentansaure
12,58 ng/ul; Extraktionsmittel: Ethylacetat)

Unpolarere Carbonsauren (> Cg) bis Myristinséure (C14) wurden mittels MN permabond® SE-52-
DF-0.25 (5 % Diphenyl- 95 % Dimethylpolysiloxan) detektiert. Die Phase besitzt eine mittlere
Polaritdt und zeigte gegenuber der FFAP-Saule insbesondere bei Undecan- Myristin- und
Phenylessigsaure eine verbesserte Empfindlichkeit. Nach einer Hydrolysezeit von 20 min in
Humanplasma wurde aus Ethylphenylacetat bereits 17,8 ng/uL Phenylessigsaure freigesetzt.
Dagegen liegen bei der Hydrolyse von Ethylundecanoat in Humanplasma nach 30 min nur
3,35 ng/uL vor (Abb. 29). Ethylphenylacetat wurde demnach deutlich schneller als
Ethylundecanoat in Humanplasma hydrolysiert.
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Abb. 29:

GC-Chromatogramme mit MN permabond® SE-52-DF-0.25 (25mx 0,32 mm) fiir
Undecan- und Phenylessigsaure aus der Hydrolyse von Ethylundecanoat und
Ethylphenylacetat in Humanplasma (Plasmacharge: (h)020.504; Sy= 1,00 mM;
tt=30min und 20 min, Interner Standard Decansaure: 18,33 und 16,56 ng/pul;
Extraktionsmittel: Ethylacetat)

5.4.4 Plasmapool und Lagerdauer

Die Studie erforderte die Gewinnung mehrerer Pools von Ratten- und Humanplasma. Die je
Pool gewonnene Vollblutmenge wurde limitiert durch einen mit zunehmendem Blutvolumen
steigenden Arbeitsaufwand. Nach maximal 2 Stunden sollte der Pool vorliegen und das Plasma
bei —84°C gelagert sein. Im Anschluss wurde zur Uberpriifung des Pools die spezifische
Esteraseaktivitat bestimmt. Auf diesem Wege konnte die Vergleichbarkeit der Pools hinsichtlich
ihrer spezifischen Enzymaktivitat sichergestellt werden. Die Kenntnis um die physiologische
Variation einzelner Plasmapools sowie der Einfluss der Lagerdauer in Hinblick auf die
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Haltbarkeit von Plasma flr Enzymaktivitdtsuntersuchungen spielte bei die Beurteilung der
Vergleichbarkeit von Messdaten aus mehreren Pools eine bedeutende Rolle (Abschnitt 5.3).
Ebenso musste eine allgemeine Lagerdauer des Plasmas bei —84°C festgelegt werden. Die
Haltbarkeit von Plasma wurde definiert als Zeitraum, in dem keine wesentlichen Veranderungen
in der Plasma-Zusammensetzung zu erwarten waren und demnach die Aktivitat der Enzyme als
konstant angesehen werden kann.

Bekannt ist, dass sich gereinigte Isoenzyme bei —80°C lber Monate ohne Aktivitatsverlust
lagern lassen (Hosokawa, 1990). Fur Plasma- und Serumproben wird bei einer
Lagertemperatur von -25°C eine maximale Aufbewahrungsdauer von 6 Monaten angegeben
(Englhardt, 1974). Sudhof und Wotzel (1960) haben eine auRerordentlich rasche Inaktivierung
der Esteraseaktivitat von Serumproben festgestellt: 48 h bei 25°C bis zu -62 %; 4°C bis -42 %.
Demnach verlangsamt die Lagerung unter Kiihlung den Aktivitatsabfall deutlich. Feissli (1966)
untersuchte die temperaturbedingte Alterungsgeschwindigkeit von Plasmaproben und
beobachtete ein deutlich verringertes Absinken der Enzymaktivitdt: 4°C: nach 3 Tagen
Abnahme um 10 %; 25°C: nach 3 Tagen Abnahme um 20 %. Der Normalbereich fur
Unterschiede wurde fur verschiedene Enzyme mit Mittelwert = Standardabweichung
angegeben.

Abb. 30 (Anhang IV, Tab. 43) zeigt den Verlauf der Esteraseaktivitdt von 1:100 verdinntem
Rattenplasma wahrend eines Arbeitstages bei 4°C. Die Abbildung zeigt, dass bei der gekiihlten
Lagerung von Rattenplasma bei 4 °C Uber einen Zeitraum von 12 Stunden nicht mit einem
merklichen Abfall der Hydrolyseaktivitdt gegenuber Phenylacetat zu rechen ist. Dieses Ergebnis
kann auf andere Substrate Ubertragen werden. Wir kénnen daher Einflisse wahrend der
Durchfiihrung der Hydrolyseexperimente auf das Hydrolysemedium Plasma als nicht messbar
vernachladssigen. Das Plasma zum Zeitpunkt t=1,00 h wird im Folgenden als ,frisch”
bezeichnet. ,Frisches Plasma“ wurde unmittelbar nach der Aufarbeitung von Vollblut gewonnen.
Dieser Vorgang erforderte eine Arbeitszeit von ca. einer Stunde.

100 _ 100 @ Substratumsatz
— ] ] ] nach 4.0 min [%]
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1.00h 1.25h 1.50h 3.00h 12.00 h Puffer
Abb. 30: Substratumsatz von Phenylacetat in Rattenplasma Pool (r) 015.004, 1:100 verdinnt

Zeitpunkt der Plasmagewinnung (1.00 h - ,frisch®; n = 1) Gber einen Zeitraum von 12 h im Vergleich mit Krebs-
Henseleit-Puffer (pH 7,4) n = 5, Sp = 0,25 mM (Lagerung bei 4°C)
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Abb. 31: Spezifische Hydrolyseaktivitat von Humanplasma bei Phenylacetat in Abhangigkeit von

der Lagerdauer bei —84°C

Pool (h) 014.704: ,frisch“ und 8 Wochen gelagert; Pool (h) 020.504: ,frisch“ und 12 Wochen gelagert

Die dargestellten Werte stellen Einzelbestimmungen dar, die einen Trend anzeigen. Uber einen
Zeitraum von 12 h wurde kein Abfall der Esteraseaktivitat beobachtet. Im Vergleich dazu wurde
jeweils ein Wert fir Krebs-Henseleit-Puffer (n = 5) bestimmt. Die Umsatzrate im Puffer lag nach
4 min bei durchschnittlich 2,2 %; im Plasma bei 93,2 %. Die Hydrolyseaktivitat verringert sich
demnach bei der Lagerung tber 12 h bei 4 °C nicht. Die Veranderung der Enzymaktivitat bei
der Lagerung bei —84 °C uber mehrere Wochen hinweg zeigt Abb. 31 (Anhang IV, Tab. 42). Zu
erkennen ist ein deutlicher Abfall der Hydrolyseaktivitdt um 27,6 % (h) 014.704 bzw. 15,5 %
(h) 020.504. Am Beispiel der Hydrolyse von Phenylacetat in ,frischem” Humanplasma der Pools
(h) 014.704 und (h) 020.504 wurden Aktivitatsunterschiede von bis zu 18,7 % nachgewiesen.
Abb. 32 (Anhang IV,Tab. 42) weist auf einen substratspezifischen Abfall der Esteraseaktivitat
mit zunehmender Lagerdauer hin.

; W (h) 014.704
! (w8)
Benzyltiglat ‘ (h) 020.504
l U :
Ethyltiglat —._|—:
Ethylheptanoat
| ‘

0,00 001 002 0,03 0,04 0,05

H, [umol /min * g Protein]

Abb. 32: Spezifische Hydrolyseaktivitdt von Humanplasma in Abhangigkeit von der Lagerdauer

Pool (h) 020.504: ,frisch®, Pool (h) 014.704: 8 Wochen gelagert bei —84°C, n = 4, Sy = 0,25 mM
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Abb. 33: Spezifische Hydrolyseaktivitat von Rattenplasma in Abhangigkeit von der Lagerdauer

Logarithmische Darstellung (n = 4; Sy = 0.25 mM): Pool (r) 015.004 sowie (r) 015.002 ,frisch, Pool (r) 001.703:
26 Wochen gelagert, Pool (r) 012.001: 21 Wochen gelagert, Lagertemperatur: -84°C.

Diese kann bei einer Lagertemperatur von —84°C und einer Lagerdauer von 8 Wochen bis zu
59,7 % fur Ethyltiglat betragen. Fir Benzyltiglat und Ethylheptanoat wurde ein geringerer Abfall
von 9,1 % und 10,9 % ermittelt.

Der mit zunehmender Lagerdauer substratspezifische Abfall der Hydrolyseaktivitat wurde auch
bei der Lagerung von Rattenplasma beobachtet. Abb. 33 (Anhang IV Tab. 41) zeigt eine im
Mittel stets geringere Hydrolyseaktivitat der 21 Wochen gelagerten Plasma-Charge (r)012.001
im Vergleich mit Charge (r)001.703, die 26 Wochen gelagert wurde. Diese Befund deutet auf
interindividuelle Unterschiede beider Chargen hin, da eine hdhere Esterase-Aktivitat bei der
Charge mit geringerer Lagerzeit - (r)012.001 - erwartet wurde. Insgesamt wurde der interindivi-
duelle Anteil im Vergleich zur absoluten Differenz der Esterase-Aktivitat verschiedener
Substrate gemafly Abb. 33 als vernachlassigbar gering interpretiert. Bei einer Lagerung von
mehr als 20 Wochen wurden flr Phenylacetat, Ethyl- und Benzyltiglat sowie Ethylheptanoat
deutlich verringerte Werte der Hydrolyseaktivitdt von Rattenplasma gefunden. Der Effekt ist im
Vergleich mit der Lagerdauer von 8 Wochen bei Humanplasma deutlicher ausgepragt. Zur
Minimierung von Enzymaktivitatsverlusten bei der Plasmagewinnung wurden daher folgende
Bedingungen festgelegt:

o Die Aufbewahrung von Blutplasma erfolgte unter Tiefklihlbedingungen bei —84°C.

o Die Lagerzeit fur Blutplasma, das fur Enzymaktivitatsuntersuchungen verwendet wurde,
ist unter 0.g. Bedingungen auf maximal 15 Wochen begrenzt worden.

. Die kritischen Phasen, die Enzymaktivitatsverluste besonders induzieren kénnen, treten
beim Einfrieren und Auftauen auf (Lindl, 1994). Um Aussalzeffekte im Plasma zu
vermeiden, wurde besondere Sorgfalt auf diese Arbeitsschritte gelegt.
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5.4.5 Generieren der Rohdaten

Im Rahmen der Validierung wurde die Vollstandigkeit der Hydrolyse im biologischem Medium
nachgewiesen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Abnahme der Substratkonzentration
mit der aquimolaren Zunahme der Metaboliten einhergeht. Am Beispiel von Ethylheptanoat
wurde der Hydrolyseverlauf zeitgleich mit der Abnahme der Esterkonzentration (Ethylheptanoat)
und der Zunahme der Hydrolyseprodukte (Ethanol und Heptansaure) verfolgt. Die Hydrolysen

wurden in Rattenplasma und kinstlicher Magenflussigkeit durchgefiihrt (Abb. 34, Tab. 35 und
Tab. 36 in Anhang III).
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Rattenplasma, 1:100 verdinnt (pH 7,4), n = 3, Sp = 0.25 mM

Abb. 34: Hydrolyse von Ethylheptanoat in kinstlicher Magenflissigkeit und 1:100 verdinntem
Rattenplasma

Die Hydrolyse in kunstlicher Magenflussigkeit verlauft im Vergleich mit Rattenplasma nicht-
enzymatisch und damit sehr langsam, da Pepsin proteolytisch wirkt und keine esterspaltende
Aktivitat besitzt. Fur die zu untersuchenden Ester wurden Esterspaltprodukte mit guter Wieder-
findung im proteinhaltigen und —freien Medium bestimmt (Anhang Il, Tab. 33). Die Hydrolyse-
verlaufe wurden anhand der Bildung eines Hydrolyseproduktes (Carbonsaure und/oder Alkohol)
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quantifiziert. Eine Ausnahme bildet Phenylacetat, bei dessen Hydrolyse der Substratabbau
anhand der Abnahme der Phenylacetat-Konzentration bestimmt wurde. Phenylacetat wird dabei
in Phenol und Essigsaure gespalten. Phenylacetat war im Vergleich zu Essigsaure mit besserer
Auflésung und niedrigerer Nachweisgrenze gaschromatographisch detektierbar.

5.5 Pharmakokinetische Parameter

5.5.1 Allgemeines

Die Messdaten wurden, vorbehaltlich anderer Angaben, als Mittelwerte + Standardabweichung
aus n = 4 unabhangigen Experimenten angegeben. In der Literatur wird oftmals der Standard-
fehler des Mittelwertes Standard Error of the Mean (SEM) verwendet (Bernhardt, 1996;
Gad, 1994; Haber, 1993; McCracken, 1993; Williams, 1989; Saghir et al., 1999).

Die Angabe des SEM ist umstritten und wird entsprechend kritisch diskutiert (Bartko, 1985;
Hopkins, 2000; Montgomery, 1994). SEM beschreibt die Variabilitat von Mittelwerten aus Stich-
proben mit gleichem Stichprobenumfang (n) und ist ein Mal fir die Prazision der Schatzung
des Erwartungswertes durch den Mittelwert. Er wird berechnet aus der Standardabweichung (s)

nach Division durch +» . Somit ist SEM stets kleiner als s, was vermutlich zu seiner ,Beliebtheit"

beitragt. Er lasst jedoch fiir die Beschreibung von Daten aus einer Stichprobe, im Gegensatz zu
Quantilen oder s, keine unmittelbare Interpretation zu (Lange & Bender, 2001).

5.5.2 Berechnung der spezifischen Hydrolyseaktivitat

Die spezifische Hydrolyseaktivitdit gemal Abschnitt 2.5.1 wurde aus dem Gesamtsubstrat-
umsatz (mol je Zeiteinheit) berechnet. Mit ansteigender Initialkonzentration Sy wurde fur jeden
Ester eine zunehmende Umsatzrate beobachtet (Abb. 35, Anhang I, Tab. 31).
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c
S
g 15 41.00 mM
c
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X ' ’
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Abb. 35: Hydrolyseverlauf von Isoamylbutyrat in Humanplasma in Abhangigkeit von der

Initialkonzentration des Esters
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Die Proteinkonzentration des Blutplasmas verhalt sich direkt proportional zur Enzymmenge mit
hydrolytischer Aktivitat. Daher wird die Umsatzrate auf die Proteinkonzentration bezogen. Die
spezifische Hydrolyseaktivitat wird mit der Einheit [mol /min-g Protein] angegeben.

Die Gesamthydrolysezeit wurde flir jeden Ester in Abhangigkeit von der Produktbildungs-
geschwindigkeit individuell unter folgenden MalRgaben bestimmt:

o Die Konzentration des ersten Messpunktes t; muss Uber der Bestimmungsgrenze der
Methode liegen.

) Der Konzentrationsunterschied zwischen aufeinander folgenden Messpunkten muss so
groR sein, dass keine Uberschneidung der Vertrauensbereiche aus n = 4 resultiert.

5.5.3 Berechnung der Halbwertzeit

Die Berechnung der Halbwertzeit erfolgt entsprechend dem in Abschnitt 2.5.2 geschilderten
Linearisierungsverfahren. Abb. 36 (Anhang Il, Tab. 31) zeigt reprasentativ fur alle Substrate
eine mit zunehmender Substratkonzentration abnehmende Geschwindigkeitskonstante der
enzymatischen Hydrolysereaktion in Humanplasma. Gemaf Gleichung 1 (Abschnitt 2.4.2) steigt
damit die Halbwertzeit des Substrates im Hydrolysemedium.
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Abb. 36: Ableitung der Geschwindigkeitskonstanten aus der enzymatischen Hydrolyse von

Ethylvalerat in Humanplasma in Abhangigkeit von der Initialkonzentration

5.5.4 Berechnung der kinetischen Parameter nach Michaelis-Menten

Die Initialgeschwindigkeit wurde nach der Reaktionsgleichung S,-:So-e_k"f fur jeden

Hydrolyseverlauf nach dem Naherungsverfahren nach Gauld berechnet und daraus, in
Abhangigkeit von der Initialkonzentration S,, die Initialgeschwindigkeit der Reaktion als
negativer Anstieg der Tangente zum Zeitpunkt t; abgeleitet (mathematischer Algorithmus aus
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Abschnitt 2.5.3). Haufig wird in der Literatur der Zeitpunkt der Ableitung t; unspezifisch mit ,kurz
nach Reaktionsstart” angegeben. Bergmeyer (1979) schlug t; = 0.00 vor.

Fir unsere Studie wurde der Ableitungszeitpunkt t; = 0,10 min wie folgt hergeleitet:

Abb. 37 illustriert den Tangentenverlauf fir vier Zeitpunkte t;: 0,00; 0,10; 0,20 sowie 0,50 min.
Die Darstellung zeigt einen mit zunehmender Zeit stetig fallenden Anstieg bzw. abnehmende
Initialgeschwindigkeit als Indikator fir den Ubergang der Reaktion 1. Ordnung in eine Reaktion
nullter Ordnung. Die Initialzeit t;=0.50 min flhrt nach Extrapolation zu einer erheblichen
Differenz zwischen Sy, und Sps0 . Sie kann demnach nicht als ,Zeitpunkt kurz nach
Reaktionsstart* angesehen werden.
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Abb. 37: Ableitung der Initialgeschwindigkeit fur die Hydrolyse von Phenylacetat in Humanplasma

(t =0,00; 0,10; 0,20 und 0,50 min) in 1:100 verdinntem Humanplasma; S, = 0,50 mM

Die experimentelle Ausflihrung der Hydrolysen erforderte einen Zeitraum von ca. 6 Sekunden,
um nach Substratzugabe (i =0,00 min) und dem damit eingeleiteten Hydrolysestart eine
gleichmalRige Verteilung des Esters im Hydrolysemedium zu gewahrleisten. Die
Substratverteilung im Hydrolysemedium war nach héchstens 6 Sekunden hergestellt. Aus
diesen praktischen Erwagungen heraus und dem Ziel, die Zeit zur Ableitung der Tangente zu
minimieren, wurde dieser Zeitpunkt auf einheitlich t; = 0,10 min festgelegt.

Der Lineweaver-Burk-Plot in Abb. 38 (Anhang Ill, Tab. 39) lasst einen mit fortschreitender
Initialzeit (0,00 min bis 0,50 min) zunehmenden Anstieg der Geraden um bis zu 32,4 %
erkennen. Daraus resultiert ein Anstieg von K, um 22,4 % sowie der Abfall von Vp um 14,8 %.
Weitaus deutlicher sinkt dagegen der Quotient V./Ki (um -47,9 %).
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Abb. 38: Lineweaver-Burk-Plot fur die Hydrolyse von Phenylacetat in Humanplasma als Funktion

der Initialzeit

Abb. 39 ermdglicht den direkten Vergleich kinetischer Parameter in Abhangigkeit der
Initialzeiten 0,00 bis 0,50 min. Vergleicht man t = 0,00 min und t = 0,10 min miteinander, so wird
eine geringfligige Differenz der Michaelis-Menten-Parameter deutlich. Diese hebt sich im
Vergleich der Ester untereinander auf und bleibt ohne Einfluss auf die Interpretation der
Hydrolysierbarkeit. Der Anstieg der Regressionsgeraden in der Lineweaver-Burk-Darstellung
nimmt um 7,6 % zu, was zu einem Anstieg von K., um 4,9 % sowie Abfall von V. bzw. Va/Kn
um 2,9 % bzw. 8,2 % fihrt.
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Abb. 39: Michaelis-Menten-Parameter fir die Hydrolyse von Phenylacetat in Humanplasma als

Funktion der Initialzeit nach Lineweaver-Burk
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Im Folgenden beziehen sich alle ermittelten kinetischen Parameter auf die Initialzeit 0,10 min.
Abb. 40 und Abb. 41 (Tab. 37 und Abb. 38) zeigen verschiedene Regressionsverfahren zur
Ableitung von Michaelis-Menten-Parametern. Der dargestellte Trend ist reprasentativ und lasst
sich auf alle untersuchten Carbonsaureester libertragen.
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Abb. 40: Linearisierungsverfahren fiir die Hydrolyse von Phenylacetat in Humanplasma

Die Darstellung nach Cornish-Bowen erlaubt ausschlielich eine grobe Schatzung der K-Werte
(Abszissenwert des gemeinsamen Schnittpunktes) und fiir V.o (Ordinatenwert des gemein-
samen Schnittpunktes). Abb. 41 zeigt jeweils ein Beispiel fur einen schwer auswertbaren
(Phenylacetat) und gut auswertbaren (Ethylphenylacetat) Plot.
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Abb. 41: Cornish-Bowen-Plot fir die Hydrolyse in Humanplasma

Der resultierende Einfluss auf die Berechnung kinetischer Parameter ist in Abb. 42 (Tab. 38 und
Tab. 39) dargestellt. Phenylacetat und Ethylphenylacetat geben einen Uberblick iber die
Ubereinstimmung der errechneten Michaelis-Menten-Parameter nach Lineweaver-Burk, Hanes-
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Woolf, Eadie-Hofstee sowie Cornish-Bowen. Ungeachtet der groRen Schwankungsbreite der
Kn-Werte stimmen die berechneten Quotienten Vi, /Kn aus allen Plots mit einem
Variationskoeffizienten von 11,6 % (Phenylacetat) und 5,9 % (Ethylphenylacetat) gut Gberein.

Als Korrelationsparameter wurde das Bestimmtheitsmall der Regressionsgeraden (R?)
herangezogen. R? ist das Quadrat des Pearsonschen Korrelationskoeffizienten, ein
dimensionsloser Index mit dem Wertebereich -1,0 <r<1,0. Er ist ein Ma} dafir, inwieweit
zwischen zwei Datensatzen eine lineare Abhangigkeit besteht. Der Lineweaver-Burk-Plot zeigte
fir alle untersuchten Ester die beste Ubereinstimmung und wurde daher einheitlich zur
Berechnung der Michaelis-Menten-Parameter verwendet.
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Abb. 42: Kinetische Parameter in Abhangigkeit von der Darstellungsform fiir die Hydrolyse von

Phenylacetat und Ethylphenylacetat in Humanplasma

Nach dem beschriebenen Verfahren wurde im Vorversuch die Methode validiert. Die Abhangig-
keit kinetischer Parameter von der Enzymkonzentration ist bekannt. V..« steigt mit
zunehmender Enzymmenge je Volumeneinheit. Dagegen ist K, als substratspezifische Grofe
unabhangig von der Enzymkonzentration. Der Quotient V.« /K kann aufgrund seiner Unab-



5.5 Pharmakokinetische Parameter

hangigkeit von der Enzymkonzentration als besonders geeigneter Parameter zur Beschreibung
der Hydrolysierbarkeit angesehen werden. In der Literatur ist er als gebrauchliche KenngréRRe
fur die Substratempfindlichkeit innerhalb eines enzymatischen Systems verbreitet (McCarthy &
Witz, 1996). Diese Zusammenhange konnten in Voruntersuchungen experimentell bestatigt und

grafisch dargestellt werden (Abb. 43, Anhang Ill, Tab. 40).
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Abb. 43: Lineweaver-Burk-Plot fur die Hydrolyse von Ethylvalerat und Ethylisovalerat

Die schnellere Hydrolysierbarkeit von Ethylvalerat kommt im Vergleich mit Ethylisovalerat im
erhdhten Wert fir V. zum Ausdruck. Dagegen zeigt Ethylisovalerat einen deutlich erhéhten

Wert fur K., (Abb. 44, Anhang lll, Tab. 40).

Folgende Zwischenergebnisse zur Methode der Messdaten-Auswertung wurden festgehalten:

Rattenplasma in Abhangigkeit von der Plasma-Verdinnung

o Die Initialzeit ,kurz nach Reaktionsstart“ wurde einheitlich mit t; = 0.10 min festgelegt.

o Als geeigneter Algorithmus zur Berechnung der kinetischen Parameter nach Michaelis-

Menten wurde das doppeltreziproke Linearisierungsverfahren nach Lineweaver-Burk
herangezogen (I/v; Uber 1/S).
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Abb. 44: Michaelis-Menten-Parameter fir die Hydrolyse von Ethylvalerat und Ethylisovalerat in

Rattenplasma in Abhangigkeit von der Plasma-Verdinnung (nach Lineweaver-Burk)

5.5.5 Phenylacetat als Referenz mit schnellster Hydrolysierbarkeit

Phenylacetat wird aufgrund seiner guten Hydrolysierbarkeit als Marker flr Arylesteraseaktivitat
im biologischen Medium verwendet (Child et al., 1971; Dahl & Miller, 1985; Mutch et al., 1992;
Stoops et al., 1969). In dieser Studie wurde Phenylacetat als Vergleichssubstanz eingesetzt, da
aufgrund seiner schnellen Hydrolysierbarkeit bereits geringe Anderungen der Esteraseaktivitat
von Ratten- und Humanblutplasma sowie Rattenleberhomogenat anzeigt wurden.

Biologisches Material wurde verworfen, wenn ein statistisch gesicherter Abfall der Esterase-
aktivitdt (n=4) um 10 % detektiert wurde. Der Hydrolyseansatz aus Blutplasma oder
Rattenleberhomogenat wurde generell 1:100 mit Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4) verdinnt. Die
Aufzeichnung eines Hydrolyseverlaufs mit hdherer Enzymkonzentration war nicht moglich, da
die Vollstandigkeit der Hydrolyse vor der ersten Probenahme (0,5 min) bereits erreicht war. Ein
Vergleich mit anderen Substraten war mdglich, da die Ergebnisse aus der Berechnung der
Hydrolyseaktivitat und V.« auf den Proteingehalt des Hydrolysemediums bezogen wurden. Die
Parameter lauten entsprechend spezifische Aktivitat und spezifische Geschwindigkeit.



5.6 Vergleich verschiedener physiologischer Medien 65

Tab. 15: Pharmakokinetische Parameter fiir Phenylacetat in Humanplasma

So spezifische Hydrolyseaktivitat Halbwertzeit*

[min] Ha, spez. [Mol /min g Protein] 12 [min]

0,25 0,67 +£0,0310 0,80 £0,23

0,50 1,31 +0,0410 ~* 0,91 +£0,15 Michaelis-Menten-Parameter:

1,00 2,73+0,0210 0,67 £ 0,05 (So = 0,25 —2,50 mM)

2,00 4,96 +0,11 10~ 1,13+£0,07 Vimax = 1,66 + 0,35 10 > mol /min g Protein
3,00 7,45+0,55 10 1,15+0,23 Km =2,83+0,78 mM

4,00 8,66 +0,2510 2,06 £ 0,21

Die Substratanfangskonzentration von 0,25 mM bis 4,00 mM wurde in Anlehnung an eine
Studie mit Lebermikrosomen und Lebercytosol tbernommen (McCracken et al., 1993 und
1993a). Enzymatisch katalysierte Hydrolysereaktion, die einer Reaktionsordnung ersten Grades
gehorchen, gehen in der Regel bei Sy > 5K, in eine Reaktion nullter Ordnung tber. Oberhalb
dieser Konzentration hat die Substratkonzentration kaum noch Einfluss auf die
Reaktionsgeschwindigkeit (Rappoport, 1987). Der fir K, ermittelte Durchschnittswert von
2,83 mM ergibt, multipliziert mit dem Faktor 5, eine Substratanfangskonzentration von 14,1 mM.
Darlber hinaus stellten Dahl & Miller (1985) bei Sy > 10 mM keinen weiteren Anstieg der
Initialgeschwindigkeit fest, was als beginnende Substrathemmung interpretiert werden kann.

5.6 Vergleich verschiedener physiologischer Medien

Im Korper von Menschen und Saugetieren tragen alle Gewebe und Koérperflissigkeiten mehr
oder weniger zur enzymatischen Hydrolyse von Carbonsaureestern bei. Leber, Niere, Gastro-
intestinaltrakt und Blut verfugen dabei Uber die grof3te hydrolytische Aktivitat (Boyer, 1971;
Fahelbum & James, 1979, Knaak, 1995; Silverman, 1995). Charakteristisch und umfangreich
untersucht sind speziesspezifische Unterschiede (Buchwald & Bodor, 1999; Dahl, 1987;
Hosokawa et al., 1990; McCracken et al., 1993; Minagawa et al., 1995; Satoh, 1998). Die dabei
gelaufigsten biologischen Medien wurden bereits in Abschnitt 3.3 erlautert.

Ein Ziel unserer Studie war der Vergleich unserer Methode mit Literaturangaben zu
Hydrolysestudien aus verschiedenen biologischen Systemen. In kinstlicher Magenflissigkeit,
Blutplasma von Mensch und Ratte sowie in Rattenleberhomogenat konnte die unterschiedliche
Hydrolysierbarkeit von Ethyl- und Benzyltiglat sowie der Referenzsubstanz Phenylacetat
gezeigt werden (Abb. 45, Anhang lll Tab. 44). Phenylacetat wird in Rattenplasma um 2
Zehnerpotenzen schneller hydrolysiert. Der Unterschied zu Humanplasma betrug 3
Zehnerpotenzen.

Mit Hilfe von kunstlicher Magenflussigkeit und Rattenleberhomogenat kann zusatzlich zur
Hydrolyse in Blutplasma der Anteil unterschiedlicher biologischer Systeme am Metabolismus
von Estern abgeschatzt werden.

*Humanplasma 1:100 verdiinnt
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M Ethyltiglat
O Benzyltiglat

OPhenylacetat

Ha, spez. [10'6 mol /min * g Protein]

0,100 +

0,010 +

KMF*

Humanplasma
(h) 020.504

S9-Fraktion-Ratte
(s9)* 003.605

Rattenplasma
(r) 015.002

Rattenplasma
(r) 015.004

Abb. 45: Hydrolyseaktivitat kinstlicher und physiologischer Kérperflissigkeiten bei Ethyltiglat und

Benzyltiglat

KMF (kiinstliche Magenflissigkeit, pH 1,2); Human- und Rattenplasma ,frisch“; S9-Fraktion aus Rattenleber (19 Monate bei —84°C
Wochen gelagert) — logarithmische Darstellung. So = 0,25 mM (*: fiir Phenylacetat keine Daten vorhanden).

Erwartungsgemafl wurde fur kinstliche Magenflissigkeit die geringste Hydrolyseaktivitat
nachgewiesen. Die Umsatzrate war vergleichbar mit der nichtenzymatischen, sauer
katalysierten Hydrolyse. Der Vergleich von Humanplasma mit kinstlicher Magenflissigkeit
ergab fur Ethyl- und Benzyltiglat eine um den Faktor > 7,0 und > 2,3 erhéhte Umsatzrate.
Bereits Aldridge (1952) und Savary & Constantin (1970) konnten zeigen, dass der Hauptanteil
der enzymatischen Spaltung des Gastrointestinaltraktes im Diinndarm stattfindet.

Anzumerken ist, dass die Angaben zur Zusammensetzung von kunstlicher Magenflissigkeit in
der Literatur gelegentlich widersprichlich und unvollstandig sind (Longland, 1977). Schliel3lich
wurde flr unsere Untersuchungen eine Zusammensetzung gewahlt, die sich mit den haufigsten
Angaben (Castle, 1993; CEN/TC, 2000; Cooper et al., 1995; DIN EN 73-1, 1994) unter Berlck-
sichtigung physiologischer Daten zum menschlichen Magensaft (Bergmeyer, 1970; Dokumenta-
Geigy, 1975; Pschyrembel, 2001) decken.

Die Hydrolyseaktivitdt in Blutplasma wird malfgeblich durch die Carboxylesterasemenge
bestimmt. Ursache fiir diese speziesspezifischen Unterschiede ist das im Vergleich zum
Menschen hohe Carboxylesteraselevel im Rattenplasma. Die hohe Cholinesteraseaktivitat im
Humanplasma tragt nur in einem geringen Mall zur hydrolytischen Spaltung von
Carbonsaureestern im Plasma bei (McCracken et al., 1993 und 1993a). Mehrere Studien
wiesen in Rattenplasma, bzw. -vollblut eine gegeniiber dem Menschen signifikant erhohte
Hydrolyseaktivitdt nach (Aldridge, 1953; Buchwald & Bodor, 2000; Saghiretal., 1999).
Minagawa et al. (1995) wiesen anhand der Hydrolyse von lIsocarbazylinmethylester eine
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gegenliber Humanblut in Rattenblut erhdhte Esteraseaktivitdt um den Faktor 400 nach. Die
Ergebnisse in Abb. 45 zeigen, dass die Hydrolyse von Carbonsdureestern in Rattenplasma
gegeniber Humanplasma deutlich schneller ablauft. Ethyltiglat wurde in Rattenplasma um den
Faktor 7,2 bis 9,9 und Benzyltiglat um den Faktor 33,7 bis 51,3 schneller umgesetzt. In
Rattenleberhomogenat wurde im Vergleich zu Rattenplasma eine ca. 600fach (Ethyltiglat) und
ca. 350fach (Benzyltiglat) erhohte Hydrolyseaktivitdit gemessen. Auch diese Ergebnisse
stimmen mit publizierter Studien tberein (Fahelbum & James, 1977; McCracken et al., 1993).

Dahl (1987) untersuchte die Umsatzrate von Pentyl- und Phenylacetat in Leber-S9-Fraktion
(250 und 510 pmol /min - g Protein). Der Schwerpunkt der Hydrolyseaktivitdt von Rattenleber
liegt mit einem Anteil von ca. 70 % in den parenchymalen Zellen (Gaustad et al., 1992).
McCracken et al. (1993) konnten Differenzen in der Hydrolyseaktivitat von Mikrosomen und
Cytosol von Leber und Plasma bei der Ratte nachweisen. Lebermikrosomen hydrolysieren
Phenylacetat 16-mal schneller als Lebercytosol. Dagegen wird Phenylacetat in Plasmacytosol
4-mal schneller als in Lebercytosol umgesetzt. Der Vergleich Ratte-Mensch ergab einen
dreifach so schnellen Phenylacetat-Abbau in Lebermikrosomen. Die Hydrolyse in Lebercytosol
erfolgte dagegen beim Menschen fast 6-mal schneller als bei der Ratte (McCracken et al.,
1993a).

5.7 Hydrolyseuntersuchungen in Humanplasma
5.7.1 Ethylester mit aliphatisch linear unverzweigtem Acylrest

Spezifische Hydrolyseaktivitat

Die Bestimmung der Spezifischen Hydrolyseaktivitat von Humanplasma fir Ethylpropionat, -
valerat, -heptanoat, -undecanoat und -myristat erfolgte mit Substratanfangskonzentrationen von
0,25 bis 2,50 mM.

Fur alle Ester wurde ein mit zunehmender Substratkonzentration steigender Umsatz je Zeit-
einheit festgestellt. Diese Art der Substrateliminierung folgt der in Abschnitt 2.5.1 beschriebenen
Reaktion 1. Ordnung. Die Konzentration, bei der ein Ubergang in die Reaktionsordnung nullter
Ordnung (Umsatz je Zeiteinheit ist konstant und unabhangig von der Substratkonzentration)
erfolgt, wurde demnach nicht erreicht und liegt somit bei Sy > 2,50 mM.

Abb. 46 (Anhang Il, Tab. 29) zeigt einen typischen Hydrolyseverlauf in Abhangigkeit von der
Substratanfangskonzentration. Die Reihenfolge der Ester im Hinblick auf ihre relative
spezifische  Hydrolyseaktivitdt andert sich innerhalb des Konzentrationsbereiches
0,25 bis 2,50 mM nicht. Von den untersuchten Substanzen zeigte Ethylvalerat als Pentylester
ein Maximum in der Umsatzrate.

Die spezifische Hydrolyseaktivitat steigt von Ethylpropionat (Cs) beim Ubergang zu Ethylvalerat
(Cs) zunachst an. Eine Verlangerung des Acylrestes bis Cq4 (Ethylmyristat) geht jedoch mit dem
rapiden Abfall des Substratumsatzes je Zeiteinheit einher.
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Abb. 46: Hydrolyseverlauf von Ethylestern mit aliphatisch linear unverzeigtem Acylrest in

Humanplasma

So=1,00mM, n=4

Die spezifische Hydrolyseaktivitat von Ethylmyristat im Vergleich mit Ethylvalerat steigt um den
Faktor 41,5 (Sp =0,50 mM) bzw. 88,9 (Sy = 1,25 mM). Die Umsatzrate der enzymatischen
Esterspaltung im Blutplasma wird beeinflusst durch die Hydrophobizitat bzw. Ldslichkeit der
Ethylester und deren Hydrolyseprodukte im wassrigen Medium. Abb.47 und Abb. 48
(Anhang Il, Tab. 29) zeigen in der Gegenlberstellung die Freisetzungsrate der Carbonséaure in
Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration des Esters.

Abb. 47 zeigt mit zunehmender Substratkonzentration (0,25 mM bis 2,50 mM) eine steigende
Bildungsrate von Valeriansaure je Zeiteinheit. Diese Beobachtung weist auf den typischen
Verlauf einer Reaktion 1. Ordnung hin.
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Abb. 47: Bildung von Valeriansaure bei der Hydrolyse von Ethylvalerat in Humanplasma

(n=4)
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Weiterhin konnte in diesem Konzentrationsbereich weder Abfall noch Stagnation der
Umsatzrate festgestellt werden. Ein Abfall oder Stagnieren der Hydrolyseaktivitat wirde auf den
Effekt der Substrathemmung hinweisen. Ein Ubergang in die Reaktion nullter Ordnung ist
ebenso auszuschlieen. Diese Phanomene sind bei Substratanfangskonzentrationen > 2,5 mM
zu vermuten.

Die Hydrolyse von Ethylmyristat zeigt fur ansteigende Substratanfangskonzentrationen
signifikant verringerte Hydrolyseraten (Abb. 48). Wir nehmen an, dass aufgrund der geringen
Loslichkeit dem Enzym nur eine konstant geringe Anzahl von im Plasma bei 37 °C geldsten
Substratmolekilen zur Verfiigung steht. Die daraus resultierende geringe konstante Sattigungs-
konzentration ermoglicht nur einen minimalen enzymatisch katalysierten Substratumsatz. Eine
identische Substratanfangskonzentration fuhrt zu einer konstanten Umsatzrate je Zeiteinheit.
Die Nahe der Messdaten zur Bestimmungsgrenze von Myristinsaure zeigte auch bei der
Vierfachbestimmung einen weiten und sich Uberlappenden Vertrauensbereich. Statistisch
abgesicherte Differenzen der Hydrolyseaktivitat konnten fur Ethylmyristat im gegebenen
Konzentrationsbereich (0,25 mM bis 2,50 mM) nicht detektiert werden.
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Abb. 48: Bildung von Myristinsdure bei der enzymatischen Hydrolyse von Ethylmyristat in

Humanplasma

n=4

Abb. 49 (Anhang IV, Tab. 45) gibt eine zusammenfassende Ubersicht tber die spezifische
Hydrolyseaktivitit von Humanplasma bei der enzymatischen Hydrolyse von Ethylestern.
Struktur-Wirkungsbeziehungen lassen sich aus der zunehmenden Acylkettenlange und deren
Verzweigung (Ethylisovalerat) ableiten.
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Abb. 49: Spezifische Hydrolyseaktivitat bei Ethylestern mit aliphatisch linear unverzeigtem Acylrest

in Humanplasma

Sp=0,25mM,n=4

Zu diskutieren ist die Verfiigbarkeit des Substrats aufgrund der mit der Acylkettenlange positiv
korrelierenden Hydrophobizitat des Esters in Verbindung mit sterischen Hinderungen, die einen
Abfall der spezifischen Hydrolyseaktivitat induzieren. Eine Ausnahme stellt Ethylvalerat dar; ein
Effekt der eine ideale Passform des Substrates in der Mehrheit reaktiven Zentren vermuten
|&sst.

Die signifikant verschiedenen spezifischen Hydrolyseaktivitaten von Ethylvalerat und —isovalerat
lassen sich nicht durch Unterschiede in der Hydrophobizitat (log Pow) und Loslichkeit erklaren,
da sich beide Ester diesbeziiglich sehr ahneln. Die niedrigere Hydrolyseaktivitadt bei
Ethylisovalerat muss demnach auf sterische Effekte zuriickgefiihrt werden.

Halbwertzeit

Der Verlauf von spezifischer Hydrolyseaktivitdt und Halbwertzeit unter identischen
Reaktionsbedingungen sollte negativ korrelieren. Die hohe spezifische Hydrolyseaktivitat Iasst
auf eine geringe Halbwertzeit der Ester im Hydrolysemedium schlieBen. Die
Geschwindigkeitskonstante der Reaktion 1. Ordnung leitet sich aus dem Anstieg der
Darstellung in Abb. 50 ab (Anhang Il, Tab. 29). Ein steiler Anstieg der Regressionsgeraden
ergibt einen geringen Wert flr die Halbwertzeit, die wiederum eine schnelle Elimination des
Substrats aus dem Hydrolysemedium vermuten lasst.

Der in dieser Studie vorgenommene Vergleich verschiedener Substrate anhand der Ableitung
von Struktur-Wirkungsbeziehungen aus Hydrolyseparametern erfordert die Bestimmung von
initialen Parametern in Abhangigkeit identischer Substratanfangskonzentrationen. Deshalb
wurde im Rahmen dieser Studie ausschlieBlich die initiale Halbwertzeit ermittelt. Ein anschau-
licheres Bild der Eliminierung eines Substrats aus einem Hydrolysesystem zeichnen auch
mittlere und terminale Halbwertzeit, deren Werte um ein Vielfaches héher sein kdnnen und sich
daher besonders zur Charakterisierung eines einzelnen Substrats eignen (Abschnitt 2.5.2).
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Abb. 50: Bestimmung von Geschwindigkeitskonstanten aus der Hydrolyse von Ethylestern in

Humanplasma

So=0,25mM,n=4

Die initiale Halbwertzeit von Ethylestern mit unterschiedlicher Acylkettenlange korreliert gut mit
der ansteigenden spezifischen Hydrolyseaktivitat (Abb. 51, Anhang Il, Tab. 46). Auffallig fir
Substanzen mit zunehmend geringer Léslichkeit im Wassrigen ist die steigende Schwankungs-
breite der Ergebnisse. Ethylvalerat weist fir jede Substratanfangskonzentration von 0,25 mM
bis 2,50 mM die gering-ste Halbwertzeit auf. Die Vertrauensbereiche schwanken im Bereich
4,8 % (Ethylpropionat) bis 21,3 % (Ethylmyristat). Die Reihenfolge der Substanzen in Abb. 51
ist bei allen untersuchten Substratkonzentrationen identisch. Die Halbwertzeit flr Ethylmyristat
von 341 min (0,25 mM) ist gegenuber Ethylvalerat (9,7 min; 0,25 mM) um den Faktor 66 erhoht.
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Abb. 51: Halbwertzeit von Ethylestern mit aliphatisch linear unverzeigtem Acylrest sowie
Ethylvalerat in Humanplasma

S0=0,25mM,n=4
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In  Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration nimmt die Halbwertzeit von
So=0,25 mM bis 2,50 mM fir Ethylvalerat um den Faktor 4,2 (9,7 min — 40,5 min) und flr
Ethylmyristat um den Faktor 9,3 (341 min — 3177 min) zu.

Ethylisovalerat besitzt bis zu der Substratanfangskonzentration von 0,75 mM eine ahnliche
Halbwertzeit wie Ethylheptanoat. Diese Konzentration entspricht ungefahr der Ldslichkeit von
Ethylheptanoat (0,69 mM) im wassrigen Medium bei 37 °C. Die Ldslichkeit von Ethylisovalerat
liegt mit 13,9 mM deutlich dariiber. Bei hoéheren Substratkonzentrationen stagniert die
Elimination von Ethylheptanoat anhand der Halbwertzeit zunehmend. Bei einer
Substratanfangskonzentration von 2,50 mM liegt die Halbwertzeit von Ethylheptanoat mit
239 min um einen Faktor von ca. 1,6 Uber der Halbwertzeit von Ethylisovalerat. Dieser
Zusammenhang deutet erneut auf den Einfluss der Loslichkeit des Substrates bei
enzymatischen Reaktionen hin.

Die Halbwertzeiten von Ethylvalerat und —isovalerat bei der enzymatischen Hydrolyse in
Humanplasma unterscheiden sich deutlich. Die Halbwertzeit von Ethylisovalerat ist gegentber
Ethylvalerat um den Faktor 3,7 héher (So = 0,25 mM). Diese Differenz steigt sukzessive mit
zunehmender Substratanfangskonzentration bis Faktor 5,9 bei Sy = 2,50 mM.

Kinetische Parameter

Die Michaelis-Menten-Parameter Vax und K, wurden mit dem linearen Plot nach Lineweaver &
Burk ermittelt (Abb. 52, Anhang Il, Tab. 47). Eine sehr gute Korrelation bei der linearen
Regression der mittleren Messergebnisse zeigen Ethylpropionat, -valerat sowie —heptanoat.
Dagegen traten bei Ethylundecanoat und -myristat starke Abweichungen von der Trendlinie auf.
Die Michaelis-Menten-Parameter zeigten Variationskoeffizienten von bis zu 55,3 % (Tab. 19,
Abschnitt 6.4.4).
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Abb. 52: Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von Ethylestern in Humanplasma
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Aus dem Lineweaver-Burk-Plot fur Ethylundecanoat lasst sich eine Abweichung von der
linearen Regressionsgeraden ableiten. Gemafl Arndt (1973) werden mit zunehmender
Substratkonzentration kleinere Werte fiir die Initialgeschwindigkeit bestimmt. Dieser Effekt wird
im Lineweaver-Burk-Plot als Abweichung von der Trendlinie angezeigt und gilt als Indikator fir
substratinhibierende Effekte.

Die Maximalgeschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse bestatigt die Reihenfolge der
spezifischen Hydrolyseaktivitdt von Humanplasma gegenlber den untersuchten Ethylestern
(Abb. 53, Tab. 19). Im Vergleich mit der spezifischen Hydrolyseaktivitat bei 2,50 mM (jeweils
hochste spezifische Aktivitat) liegt der berechnetet Wert flr V.« bis zu einem Faktor von ca. 10
Uber dem experimentell bestimmten Wert. Ahnlich verhalt sich der Quotient Vax /Km. Der oben
abgeleitete Trend setzt sich fort. Eine Ausnahme bildet Ethylisovalerat.

Die spezifische Hydrolyseaktivitat (Haspez.) zeigte im untersuchten Konzentrationsbereich von
0,25 mM bis 2,50 mM einen Trend zur asymptotischen Annaherung an den konstanten Wert flir
Vmax (Anhang IV, Abb. 82). Bei Ethylundecanoat und Ethylmyristat tangiert der Vertrauens-
bereich fur H, spe.. den Wert flr Vimax. Somit kann der Ubergang der Reaktionsordnung in eine
nullte Ordnung ab einer Substratkonzentration von 1,75 mM fir Ethylundecanoat nicht
ausgeschlossen werden. Die Schwankung der H, s, -Werte fiir Ethylmyristat ist so hoch, dass
selbst bei einer Substratkonzentration ab 0,5 mM eine Reaktion nullter Ordnung angenommen
werden muss. Der daraus resultierende Saturierungseffekt wurde bei Estern mit hdherer
Léslichkeit nicht beobachtet.

Aufgrund des geringen K,-Wertes kann aus dem geringeren V.., /Kn-Wert eine geringere
Hydrolysierbarkeit abgeleitet werden. Erwartungsgemal deckt sich diese Interpretation mit der
geringen spezifischen Hydrolyseaktivitdt und grof3en Halbwertzeit. Die Berechnung der
konventionellen Parameter Halbwertzeit und Hydrolyseaktivitdt kann demnach durch die
Ermittlung kinetischer Parameter abgesichert werden.
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Abb. 53: Maximalgeschwindigkeit und V./Kn der enzymatischen Hydrolyse von Ethylestern in

Humanplasma



74 5 Ergebnisse

Km ist ein MaB fur die Affinitdt des Enzyms oder Enzymsystems gegeniber einem Substrat,
unabhangig von der Substratanfangskonzentration und besitzt die Dimension einer
Konzentration (mol/L). Bei geringem K-Wert erreicht das Enzymsystem bei kleinen
Substratkonzentration die erforderliche Substratsattigung, wahrend bei hohen Michaelis-
Menten-Konstanten entsprechend héhere Substratmengen dem Enzym aktiv vorliegen missen,
damit die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht werden kann (Abb. 54, Tab. 19).
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Abb. 54: Michaelis-Menten-Konstante K, der enzymatischen Hydrolyse von Ethylestern in
Humanplasma

Die ermittelten K,,-Werte erflillen die experimentelle Vorgabe, wonach gesicherte Ergebnisse zu
erwarten sind, wenn sich die Substratanfangskonzentrationen im Bereich 0,1-K,, bis 10-K,
befinden. Alle errechnete K.-Werte liegen im Bereich im Bereich 0,1.-K;, < Sy <5-K,,. Die
detektierten Hydrolyseverlaufe sind gemaR dieser Anforderungen an die Michaelis-Menten-
Kinetik einer Reaktion 1. Ordnung zuzuordnen.

Von einem signifikanten Unterscheid in der Affinitat gegeniiber verschiedenen
Substraten spricht man, wenn sich die K,-Werte mindestens um eine GréRenordnung
von 10*2 bzw. 10 unterscheiden.

Unter Berlcksichtigung der sich Uberschneidenden Vertrauensintervalle ist die GroRe der
bestimmten K.,-Werte von vergleichbarer Grée. Die Affinitat des Enzymsystems Humanblut-
plasma gegenuber Ethylestern mit einem Acylkettenlange von C; bis C44 ist somit annahernd
gleich. Die Mittelwerte flr pKy, und Viax aus n =4 wurden in Abhangigkeit der Acylkettenlange
aufgetragen (Abb. 55). Die pK, -Werte zeigen fur die dargestellten Acylkettenlangen ahnliche
Werte und damit einen plateauférmigen Verlauf in der Abbildung.

Fir Humanplasma wurde der Maximalwert flr V.« bei der Acylkettenlange Cs (Ethylvalerat)
gemessen. Werden flur die zu vergleichenden Substrate annahernd gleiche K,-Werte aus dem
Verlauf der Maximalgeschwindigkeit ermittelt, so ergibt sich der flr die Hydrolysierbarkeit des
Substrats maligebliche Parameter.
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Ein ahnlicher Verlauf ist der Studie von Arndt & Krisch (1973) zu entnehmen. Die Hydrolyse von
Methylestern mit linear gesattigt unverzeigtem Acylrest unterschiedlicher Kettenlange (C, bis
C;) in Rattenlebermikrosomen lieferte ebenso fiir die Acylkettenlange C, (Methylbutyrat) ein
signifikantes Maximum flr Vay.
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Abb. 55: Verlauf der Maximalgeschwindigkeit und dem negativen dekadischen Logarithmus von

Kmn (pPKm) in Abhangigkeit von der Kettenlange des Acylrests von Ethylestern bei der
Hydrolyse in Humanplasma

(X) Vmax; (.) me

Grundsatzlich qilt, dass sich aus der Interpretation von K,-Werten flir Enzymsysteme, wie hier
Blutplasma, nur ein allgemeines und unspezifisches Enzym-Substrat-Verhalten ableiten 13sst.
Es steht fur die mittlere Enzymaffinitdt des Enzymsystems und ist wenig aussagekraftig. Eine
Differenzierung in der Affinitat einzelner Hydrolysen kann nicht erfolgen, da die Interpretation
der Enzym-Substrat-Affinitat das Isolieren und Aufreinigen der charakteristischen Hydrolasen
voraussetzt.

5.7.2 Ethyl- und Benzylester mit verzweigtem oder aromatischem Acylrest

Spezifische Hydrolyseaktivitat

Der Verlauf der enzymatischen Hydrolyse von Ethyl- und Benzylester weist deutliche
Unterschiede auf. Abb. 56 (Anhang II, Tab. 29 und Tab. 30) zeigt den Substratumsatz innerhalb
verschiedener Gesamthydrolysezeiten fur eine Substratanfangskonzentration (Sp = 1,00 mM).
Mit zunehmender Substratanfangskonzentration steigt im Bereich 0,25 mM bis 2,50 mM die
freigesetzte Carbonsauremenge kontinuierlich an (Abb. 56).
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—&— Benzyltiglat
—&— Benzylphenylacetat

Benzylsalicylat
—X— Ethylisovalerat

- A- - Ethyltiglat

--O-- Ethylphenylacetat
---=-- Ethylcinnamat

Ester-Konzentration [10'3 mol /L]

20 30 40 50
t [min]

Abb. 56: Hydrolyseverlauf von Ethyl- und Benzylestern bei der Hydrolyse in Humanplasma

(So = 1,00 mM; n=4)

Die hochste Umsatzrate zeigten die Phenylacetatester. Die geringste Umsatzrate wurde bei
Ethyltiglat und -cinnamat nachgewiesen. Die spezifische Hydrolyseaktivitat stieg mit zuneh-
mender Substratanfangskonzentration. Die Reihenfolge der Ester im Vergleich der spezifischen
Hydrolyseaktivitdt von Humanplasma untereinander anderte sich nicht (Abb. 57).

o NPV
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Benzyl- o> Ethyl- Benzyl- Ethylisovalerat

phenylacetat phenylacetat >> tiglat Benzylsalicylat > Ethyliglat > Ethylcinnamat
202,7 H 16,3 : 5,4 : 3,7und 3,5 0 1,8 01,0
Abb. 57: Spezifische Hydrolyseaktivitdt von Humanplasma bei Ethyl- und Benzylestern mit

verzweigten oder aromatischem Acylrest

(So = 1,00 mM; n=4)

Verzweigungen im Acylrest von Ethyl- und Benzylestern der Tiglinsaure (trans-2-Methyl-2-
butensaure) flhrten zu signifikant niedrigeren Umsatzraten. Ethylisovalerat wurde doppelt so
schnell hydrolysiert wie Ethyltiglat.

Aromatische Acylreste rufen ein unterschiedliches Hydrolyseverhalten hervor. Am Beispiel der
Benzylester lasst sich in Abhangigkeit vom Acylrest folgende Reihenfolge fur die spezifische
Hydrolyseaktivitat flir Humanplasma festlegen:
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Abb. 58:

Konzentration [10 % mol /L]

Phenylessigsaure >> Tiglinsaure > Salicylsdure

0,5

0,4
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—4—1.25mM
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—<—2.50 mM

Zeit [min]
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Bildung von Benzylalkohol bei der enzymatischen Hydrolyse von Benzyltiglat in

Humanplasma

Fur Ethylester ergibt sich folgende Abfolge:

Phenylessigsaure >> Isovaleriansaure > Tiglinsdure > Zimtsaure

Benzylalkohol und Tiglinsaure sind gaschromatographisch nebeneinander detektierbar (siehe
Abb. 28). In Abb. 58 und Abb. 59 ist die Bildungsrate von Benzylalkohol und Tiglinsaure in

Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration dargestellt.

Abb. 59:

Konzentration [10 > mol /L]

Bildung von Tiglinsdure bei
Humanplasma

Zeit [min]

der enzymatischen

-0-0.25 mM

—+-0.50 mM

-0-0.75 mM

->=1.00 mM

—4-1.25 mM

-*-1.75mM

——-2.50 mM

Hydrolyse von Benzyltiglat

in
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Die Wertepaare zeigen eine gute Ubereinstimmung, insbesondere bei Daten aus
fortgeschrittener Hydrolysezeit (t > 30 min). Die freigesetzte Tiglinsaure-Menge stieg bei der
Substratanfangskonzentration von 0,25 mM mit zunehmender Hydrolysezeit nur sehr langsam
an. Im Vergleich mit der zeitgleich zunehmenden korrespondierenden molaren Benzylalkohol-
konzentration Iasst sich eine Differenz ableiten. Tiglinsdure besitzt bei der gaschromatogra-
phischen Analyse mit identischer stationarer FFAP-Phase (Polyethylenglycol-2-Nitroterephthal-
saureester) im Vergleich zum Benzylalkohol einen héheren Responsefaktor. Daraus resultierte
eine niedrigere Bestimmungsgrenze fiir Benzylalkohol. Damit konnten bereits geringere molare
Mengen an Benzylalkohol mit besserer Reproduzierbarkeit bestimmt werden.

Die Substratanfangskonzentration bestimmt die Hohe der spezifischen Hydrolyseaktivitat der
einzelnen Ester sehr unterschiedlich. Wahrend diese sich im Bereich von S;=0,25 mM bis
2,50 mM fir Ethyltiglat annahernd verdoppelt, steigt sie bei Benzyltiglat um den Faktor 10. Die
geringste Steigerung der Hydrolysegeschwindigkeit erfahrt Ethylcinnamat (Faktor 1,5). Der
Maximalwert wird bei Ethylphenylacetat erreicht (Faktor 18,8).

Derartige Schwankungen weisen auf substratspezifische Sattigungskonzentrationen hin. Der
Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient von Ethylcinnamat liegt etwas Uber dem Wert flr
Ethylphenylacetat (Abschnitt 5.2). Die Hydrophobizitat ist demnach nicht so signifikant
verschieden, als dass ein unterschiedliches Hydrolyseverhalten ableitbar ware. Vielmehr deuten
strukturelle Merkmale auf eine sterische Hinderung bei der enzymkatalysierten Umsetzung hin.
Zimtsaure besitzt wie Phenylessigsaure eine Phenylgruppe und verflgt zusatzlich Gber eine
trans-Doppelbindung. Dieser Funktion werden sterisch hemmende Eigenschaften
zugeschrieben, wenn sie sich in der Nahe des sp?-hybridisierten Carbonylsauerstoffatoms
befindet. Ein ahnliches Verhalten zeigt die Hydroxy-Gruppe im Acylrest von Benzylsalicylat
(2-Hydroxybenzolcarbonsaurebenzylester).
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Abb. 60: Spezifische Hydrolyseaktivitdt von Ethyl- und Benzylestern mit verzweigtem und/oder

aromatischem Acylrest in Humanplasma

So = 1,00 mM, n = 4; logarithmische Darstellung
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Die Betrachtung des Alkylrestes im Estermolekul 1asst keine schlissige Vorhersage auf das
Hydrolyseverhalten des Esters zu (Abb. 60, Anhang Il, Tab. 45). Es wurden Ethyl- und Benzyl-
ester mit identischem Acylrest gefunden, die in Humanplasma anhand der spezifischen
Hydrolyseaktivitat als schnell hydrolysierbar eingestuft werden, wie die Phenylacetate. Dagegen
zeigten Ethyl- und Benzyltiglat ein nur langsames Hydrolyseverhalten.

Halbwertzeit

Die Halbwertzeit zeigt erwartungsgemalt im Vergleich von Ethyl- und Benzylestern eine
negative Korrelation zur spezifischen Hydrolyseaktivitdt. Die Messwerte aus dem Hydrolyse-
verlauf zur Berechnung der Halbwertzeit aus der Geschwindigkeitskonstante der Reaktion 1.
Ordnung korrelieren sehr gut mit der linearen Regressionsgeraden (Abb. 61).

A Benzyltiglat

® Benzylphenylacetat

- Benzylsalicylat

x Ethylisovalerat

C'F_
o, A Ethyltiglat
=
O Ethylphenylacetat
0,3
E = Ethylcinnamat
00 F=r—p—r———+ =
0 10 20 30 40 50 60
t [min]
Abb. 61: Halbwertzeit von Ethyl- und Benzylestern bei der Hydrolyse in Humanplasma

(So = 1.00 mM; n=4)

Aus dem groften Anstieg der Geraden flr Benzylphenylacetat ergibt sich die hdchste
Geschwindigkeitskonstante k und damit die geringste Halbwertzeit. Annahernd deckungs-
gleiche Regressionsgeraden wurden fir Ethyltiglat und —cinnamat sowie Ethylisovalerat und
Benzyltiglat ermittelt. Fur die untersuchten Ethyl- und Benzylester ergibt sich fur die
Halbwertzeit folgende Reihenfolge (Abb. 62, Tab. 46).

o A AR o A AR AR

Benzyl- Ethyl- Ethylisovalerat . . .
phenylacetat >> phenylacetat >> Benzyltiglat > Benzylsalicylat > Ethyltiglat > Ethylcinnamat
1,0 : 14,9 : 57,6 und 59,7 ;105 : 183 : 302

Abb. 62: Halbwertzeit von Ethyl- und Benzylestern mit verzweigtem oder aromatischem Acylrest in

Humanplasma



80 5 Ergebnisse

Mit Ausnahme von Benzyltiglat wurde mit zunehmender Substratkonzentration eine Erhdhung
der Halbwertzeit festgestellt; die in Abb. 62 dargestellte Reihenfolge der Ester hinsichtlich der
Halbwertzeiten dnderte sich nicht. Die Substratkonzentration wurde von 0,25 mM bis 2,50 mM
um das 10fache erhoht. Die Halbwertzeit stieg maximal um den Faktor 7,5 fur Ethylcinnamat
(232 min — 1733 min) und minimal um den Faktor 1,5 flir Benzylsalicylat (192 min — 279 min).

Far Benzyltiglat konnte im Konzentrationsbereich 0,25 mM bis 2,50 mM kein signifikanter
Anstieg oder Abfall der Halbwertzeiten beobachtet werden. Die Werte schwanken plateauférmig
im Bereich 95 min bis 131 min.

Deutliche Abweichungen im Vergleich zum einheitlichen Verlauf der Ethylester zeigen (Abb. 63,
Tab. 46):

. Ethylphenylacetat  (Sp = 1,00 mM, maRiger Abfall der Halbwertzeit),
o Benzylphenylacetat (S, = 2,50 mM, auffallend starker Anstieg der Halbwertzeit) sowie
o Benzylsalicylat (sehr schwacher Anstieg der Halbwertzeit und weite, sich tber-

lappende Vertrauensintervalle).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Vertrauensbereiche der Halbwertzeiten auffallend
deutlich unter den Werten fur die spezifische Hydrolyseaktivitat liegen. 80 % aller Variations-
koeffizienten liegen unterhalb von 15 %. Der maximale Wert wurde mit 23,4 % berechnet. Dem
entsprechend zeigt Abb. 63 eine scharfe Trennung der Ergebnisse.

Benzylphenylacetat besitzt die geringste Halbwertzeit (2,2 min). Seine Hydrolysierbarkeit wird
daher als schnell eingestuft. Die Eliminierungsgeschwindigkeit ist am hochsten.
Ethylphenylacetat weist mit 33 min eine mittlere Hydrolysierbarkeit auf. Die Halbwertzeiten der
verbleibenden Ester liegen oberhalb von 100 min.
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Abb. 63: Halbwertzeit von Ethyl- und Benzylestern mit verzweigtem und/oder aromatischem

Acylrest in Humanplasma

(So=1,00 MM, n=4)
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Tiglate, Ethylsalicylat, -cinnamat und —isovalerat werden als vergleichsweise langsam hydroly-
sierbar charakterisiert. Diese Reihenfolge zeigt eine annahernd identische Ubereinstimmung mit
den Schlussfolgerungen aus der spezifischen Hydrolyseaktivitat. Ethyl- und Benzylester mit
aromatischen und/oder verzweigten Acylresten zeigen ein uneinheitliches Hydrolyseverhalten.
Die Ableitung einer Aussage zur Hydrolysierbarkeit aus dem Einfluss des Alkylrestes ist daher
nicht mdglich. Den wesentlichen Einfluss besitzt dagegen der Acylrest. Beide Phenylacetatester
sind schnell hydrolysierbar. Tiglinsdureester werden dagegen langsam abgebaut.

Aus den Messdaten lie3 sich keine Beeintrachtigung der enzymatischen Hydrolyse durch das
Uberschreiten der Léslichkeit von Benzylphenylacetat (0,21 mM) ableiten. Ethyltiglat besitzt mit
einer Loslichkeit von 16,10 mM merklich hydrophilere Eigenschaften, ohne das die dadurch
erzielbare Verfligbarkeit von Estermolekilen eine schnellere Hydrolysierbarkeit zur Folge hatte.

Kinetische Parameter

Der Lineweaver-Burk-Plot fur Ethyl- und Benzylester zeigt in Abb. 64 (Tab. 47) deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Maximalgeschwindigkeit Vn.x der enzymatischen Hydrolyse
(reziproker Wert aus dem Schnittpunkt mit der y-Achse). Demnach besitzen Substanzen, deren
Regressionsgeraden bei hoheren Werten flr 1/v; ... die Ordinate schneidet, eine geringe Vmax.
Entsprechend erreicht Benzylphenylacetat die hochste und Ethyltiglat die geringste Maximal-
geschwindigkeit. Die lineare Korrelation der einzelnen Messwerte zeigt mit Bestimmtheits-
maRen von R?> 0,90 fiir alle untersuchten Ester eine gute Ubereinstimmung. Substratinhibie-
rende Effekte wurden nicht festgestellt. Bei Ethyl- und Benzyltiglat sowie Benzylsalicylat konnte
eine Abweichung vom linearen Verlauf fir hohe Werte flir 1/S, (geringe Substratkonzentration:
< 0.50 mM) nicht nachgewiesen werden.

4 Benzyltiglat

e Benzylphenylacetat
- Benzylsalicylat

a Ethyltiglat

o Ethylphenylacetat

1 i spez. [10*® min* g Protein / mol]

1/, [10™ L /mol]

Abb. 64: Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von verschiedenen Ethyl- und Benzylestern in
Humanplasma



82 5 Ergebnisse

Die Variation der Alkylreste fihrte bei den untersuchten Benzyl- und Ethylester zu
uneinheitlichen Verlaufen der Regressionsgeraden im Lineweaver-Burk-Plot. Gemal Abb. 64
lasst sich auf dem Lineweaver-Burk-Plot fir die Phenylacetatester eine schnelle Hydrolysier-
barkeit mit hohen Werten fir die maximale Reaktionsgeschwindigkeit V.« ableiten. Die Tiglin-
saureester zeigen dagegen geringe Werte flr V.

Bei Ethyl- und Benzylestern Iasst sich aus dem Alkylrest allein kein Zusammenhang zwischen
der Struktur des Carbonsaureesters und seiner enzymatischer Hydrolysierbarkeit in
Humanplasma herstellen. Um den Einfluss ausgewahlter Acyl- und Alkylreste detaillierter
interpretieren zu kdnnen, wurden die grafischen Verlaufe fur Ethylvalerat- und isovalerat sowie
Ethyl- und Benzylphenylacetat und —tiglat einzeln dargestellt. Nach Abb. 65 bis Abb. 67 konnten
folgende Ergebnisse abgeleitet werden:

Aus dem unterschiedlichen Verlauf der Trendlinien in Abb. 65 resultieren verschiedene Werte
der Michaelis-Menten-Parameter. V. ist bei Ethylvalerat gegenlber —isovalerat um das
7,1fache erhéht. Der Wert fur die Michaelis-Menten-Konstante Ky, ist bei Ethylvalerat anndhernd
doppelt so hoch wie bei Ethylisovalerat. Ethylvalerat und —isovalerat besitzen bei identischem
Molekulargewicht eine unterschiedliche chemische Struktur. Sie zeigen ahnliche physikalische
Eigenschaften hinsichtlich der Ld&slichkeit bei 37 °C im Wassrigen (11,30 £1,25 mM und
13,90 + 0,96 mM), spezifischer Dichte (0,87 und 0,86 g/cm®) sowie Hydrophobizitit (log Pomw
von 1,939 und 1,881). Der signifikante Unterschied beider Substanzen in der Hydrolysierbarkeit
wird somit auf sterische Effekte zurlickgefihrt.
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Abb. 65: Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von Ethylvalerat und —isovalerat in Humanplasma

Die geringere Affinitat des Enzymsystem Humanplasma gegenuber Ethylisovalerat flhrt bereits
bei geringen Substratkonzentrationen zum Erreichen der Maximalgeschwindigkeit. Sie ist
jedoch im Gegensatz zu Ethylvalerat vergleichsweise gering. Der summarische Effekt lasst die
Schlussfolgerung zu, dass die Eliminierungsgeschwindigkeit maRgeblich durch V,.x bestimmt
wird und somit Ethylvalerat die schnellere Hydrolysierbarkeit besitzt.
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In Abb.66 und Abb.67 sind Ethyl- und Benzylester mit verschiedenen Alkylresten
gegenlbergestellt. Beide Abbildungen deuten auf ein durch den Alkylrest bestimmtes
Hydrolyseverhalten hin. Die Benzylester zeigen gegeniber dem Ethylester eine hoéhere
Maximalgeschwindigkeit. Der Unterschied von V. bei Tiglaten ist mit einem Faktor von 18,1
betrachtlich (Benzyl- >> Ethyl-), wogegen sich bei Phenylacetaten V. beim Benzylester nur
um den Faktor 4,6 erhdht (Benzyl- > Ethyl-).
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Abb. 66: Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von Ethyl- und Benzylphenylacetat in Humanplasma
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Abb. 67: Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von Ethyl- und Benzyltiglat in Humanplasma



84 5 Ergebnisse

Im Konzentrationsbereich 0,25 bis 2,50 mM zeigte die spezifische Hydrolyseaktivitat einen
Trend zur asymptotischen Anndherung an den konstanten Wert fir V..« (Abb. 82). Fir
Ethylisovalerat und Ethylcinnamat tangiert der Vertrauensbereich flr Hgspe,. den Wert fUr Viay.
Der Ubergang der enzymatischen Hydrolyse von einer Reaktion erster in eine Reaktion nullter
Ordnung kann daher ab einer Substratkonzentration von 2,50 mM fur Ethylisovalerat nicht
ausgeschlossen werden. Die Schwankung der H,g.e.-Werte fur Ethylcinnamat ist bei
Substratkonzentrationen oberhalb von 0,75 mM so hoch, dass ab hier eine Reaktion nullter
Ordnung angenommen werden muss. Ein derartiger Effekt wurde bei anderen Estern dieser
Strukturklasse nicht festgestellt und die Substratsattigung demzufolge nicht erreicht. Fur die
Michaelis-Menten-Konstante ergibt sich eine entgegengesetzte Reihenfolge. Der K,—Wert fur
Benzyltiglat ist mit 7,35 mM ca. 9,4-mal hoher als bei Ethyltiglat bestimmt worden.
Ethylphenylacetat besitzt gegenliber Benzylphenylacetat einen 6fach erhéhten K-Wert.

Gemall Abb. 67 verlauft der Lineweaver-Burk-Plot bei Tiglaten innerhalb der relevanten
Wertepaare annahernd parallel. Die Phenylacetat-Plots schneiden sich in einem spitzen Winkel.
Ethylphenylacetat wird anhand von V. 2,6-mal schneller als Ethyltiglat hydrolysiert. Vi von
Benzylphenylacetat ist um das 12fache gegeniber dem Tiglatester erhoht.
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Abb. 68: Maximalgeschwindigkeit und V,./K., bei der enzymatischen Hydrolyse von Ethyl- und
Benzylestern in Humanplasma
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Aus der Maximalgeschwindigkeit ergibt sich folgende Reihefolge fur die Hydrolysierbarkeit:

Benzyl- Ethyl- Benzyl- Benzyl- Ethyl- Ethyl- Ethyl-

>> > > > > >
phenylacetat phenylacetat tiglat salicylat isovalerat tiglat cinnamat
682 : 149 . 56,3 © 121 71 : 31 1,0

Der Ethylester der Phenylessigsaure wird anhand der Maximalgeschwindigkeit 149-mal
schneller in Humanplasma hydrolysiert als der Zimtsaureethylester. Diese Reihenfolge stimmt
mit den Ableitungen aus der spezifischen Hydrolyseaktivitat Uberein. Bei der Substratanfangs-
konzentration von 2,50 mM wurde eine um den Faktor 99,6 erhohte Umsatzrate errechnet.
Vmax/Km als Parameter fiir die Hydrolysierbarkeit ergibt eine veranderte Reihenfolge:

Benzyl- Ethyl- Ethyl- Ethyl- Benzyl- Benzyl- Ethyl-
phenylacetat >> isovalerat > phenylacetat ~ cinnamat ~ tiglat > salicylat ~ tiglat
172 : 8,9 63 24 19 14 1,0

Aufgrund des geringen Ky,-Wertes wird eine hohe Substrataffinitdt angenommen, die zur
Erhéhung des Koeffizienten fuhrt und als schnellere Hydrolysierbarkeit zu interpretieren ist. Die
Substrataffinitat fir Benzylester nimmt in der Reihenfolge —tiglat > -salicylat > -phenylacetat ab.

Benzyl Ethyl- Benzyl- Benzyl- Ethyl- Ethyl- Ethyl-
-tiglat > phenylacetat > salicylat > phenylacetat > tiglat > isovalerat > cinnamat
70,8 . 57,3 : 20,9 : 9,6 1 7.6 19 1,0

Ethylphenylacetat besitzt einen hoéheren Affinitdtsparameter als Ethyltiglat. Die geringste
Michaelis-Menten-Konstante mit 1,04'10° mol /L besitzt Ethylcinnamat. Fir die Benzylester
sowie Ethyltiglat und —phenylacetat konnte kein signifikanter Unterschied im K-Wert

nachgewiesen werden. Die Affinitat des Enzymsystems Humanplasma ist damit gegentiber den
untersuchten Estern annahernd gleich.

10,0 5
g 1,0 4
° ]
S
@
o
1S -
N 0,1
0,0 -
Ethyltiglat  Benzyltiglat Benzyl- Benzyl- Ethyl- Ethyl-
salicylat phenylacetat phenylacetat cinnamat
Abb. 69: Michaelis-Menten-Konstante K., der enzymatischen Hydrolyse von Ethyl- und

Benzylestern in Humanplasma
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5.7.3 Ester mit identischer Summenformel und verschiedener chemischer
Struktur

Spezifische Hydrolyseaktivitét

Bei Methyloctanoat und Ethylheptanoat spricht man von inversen Estern, die neben der
identischen Summenformel auch eine gleiche MolekllgroRe aufweisen. Diese Gemeinsamkeit
kann als Ursache fir die im folgenden beschriebenen Differenzen zu Isoamylbutyrat mit
verzweigtem Alkylrest hinsichtlich der pharmakokinetischen Parameter angesehen werden.

Die spezifische Hydrolyseaktivitdt wurde in Humanplasma mit einer Substratanfangs-
konzentration im Bereich von Sy = 0,25 bis 2,50 mM ermittelt. Ein Anstieg von S, ruft bei
Isoamylbutyrat, Ethylheptanoat und Methyloctanoat einen sukzessiven Anstieg der spezifischen
Hydrolyseaktivitdt hervor (Anhang Il, Tab. 47). Im genannten Konzentrationsbereich erhdhte
sich die spezifische Hydrolyseaktivitat fur Ethylheptanoat um das 3,9fache, fur Methyloctanoat
um das 5,3fache sowie flir Isoamylbutyrat um das 6,6fache.

o
—&— Ethylheptanoat /\ /l\/\/\/
o

- X- Methyloctanoat
A Methyloctanoat
—@— Isoamylbutyrat

o

\i AN

Ester-Konzentration [10'3 mol /L]

0,6 1
\
\
\\ Ethylheptanoat
0,4 *\
\¥ Ak/\ I
0)\/\
0,2 ; : ; ; ‘ ‘
0 ° 10 15 20 Isoamylbutyrat
[min]
Abb. 70: Hydrolyseverlauf von Carbonsaureestern mit identischer Summenformel und

verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma

Sp=1,00mM;n=4

Isoamylbutyrat wurde mit signifikant hoherer Umsatzrate je Zeiteinheit im Vergleich mit
Methyloctanoat und Ethylheptanoat im Humanplasma hydrolysiert. Die spezifische
Hydrolyseaktivitdt von Isoamylbutyrat war gegeniber Methyloctanoat und Ethylheptanoat um
den Faktor 19 bis 23 erhdht.
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Der in Abb. 70 dargestellte Hydrolyseverlauf kennzeichnet diesen Trend und zeigt in
Verbindung mit Abb. 71 die resultierende spezifische Hydrolyseaktivitdt. Der Graf fur
Isoamylbutyrat zeigt eine hohe Standardabweichung der Ergebnisse. Dieser wird durch die
grolien Vertrauensintervallen der Messwerte aus gaschromatographischen Buttersaurebe-
stimmung hervorgerufen.

Mit Abb. 71 deutet sich ein Einfluss der Kettenlange des Acylrestes auf die Hydrolyseaktivitat
an. Mit zunehmender Kettenlange des Acylrestes (-butyrat C,4; -heptanoat Cg; -octanoat Cg)
wurde ein Abfall der Hydrolyseaktivitat in der Reihenfolge -butyrat >> -heptanoat > -octanoat
bestimmt. Entsprechend besteht bezlglich der spezifischen Hydrolyseaktivitat und Kettenlange
der Alkylreste Methyl- (C4), Ethyl- (C,) sowie Isoamyl- (iso-Cs) eine reziproke Reihenfolge:
Isoamyl- >> -Ethyl- > Methyl-.

2,0

1,6 1

1,2

0,8 -

04

Ha, spez. [10'6 mol / min *g Protein]

0,0 -
Methyloctanoat Ethylheptanoat Isoamylbutyrat

Abb. 71: Spezifische Hydrolyseaktivitdt von Humanplasma bei Carbonsaureestern mit identischer
Summenformel und verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma

Sp=1,00mM;n=4

Halbwertzeit

Abb. 72 zeigt den linearen Plot zur Berechnung der Halbwertzeit fiir die Reaktion 1. Ordnung. In
der Grafik setzt sich der Einfluss des weiten Vertrauensintervalls fur die Eduktbildung bei der
Hydrolyse von Isoamylbutyrat fort. Ausgehend von der hohen spezifischen Hydrolyseaktivitat
bei Isoamylbutyrat ergibt sich erwartungsgemaf der geringste Wert flir die Halbwertzeit bei der
Hydrolyse in Humanplasma. Bei Methyloctanoat und Isoamylbutyrat setzt fir Konzentrationen
1,00 MM < S7<2,50 mM und 0,75 mM < S < 2,50 mM ein plateauférmiger Verlauf bzw. eine
Stagnation der Halbwertzeit ein. Ethylheptanoat zeigt dagegen mit steigender Substratanfangs-
konzentration einen Anstieg der Halbwertzeit (vgl. Anhang I, Tab. 46).
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Abb. 72: Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten k aus Hydrolyse von Estern mit identischer

Summenformel und verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma

Sp=1,00mM;n=4

Die Halbwertzeit in Humanplasma fir die geringste der untersuchten Substratanfangs-
konzentrationen (0,25 mM) wurde fir Isoamylbutyrat (IAB) mit 0,75+ 0,13 min, fir
Ethylheptanoat (EH) mit 45,0 + 7,8 min sowie fur Methyloctanoat (MO) mit 47,7 £ 3,3 min
bestimmt. Bei dieser Konzentration besitzen Ethylheptanoat und Methyloctanoat annahernd
identische Halbwertzeiten. Wird die Substratkonzentration erhoht, so divergieren EH und MO in
ihrer Halbwertzeit zunehmend. Bei Sp;= 1,00 MM betragt der Unterschied 21,6 % (EH:
87,9 £ 4,9 min und MO: 112,1 £ 6,6 min). Die Halbwertzeit fur Isoamylbutyrat betragt dagegen
nur 2,47 + 0,25 min (Abb. 73). Bis zu der Substratkonzentration von 2,50 mM erhéht sich die
Differenz  zwischen EH wund MO gering auf 26,3% (EH:146,4+ 10,0 min und
MO: 108,0 £ 17,3 min). Die Halbwertzeit fur Isoamylbutyrat betragt hier 2,87 + 0,36 min.

Die Ester Isoamylbutyrat, Ethylheptanoat und Methyloctanoat haben eine identische
Summenformel. Diskutiert man Ergebnisse unter dem Gesichtspunkt der Hydrophobizitat, so
ergeben sich folgende Aspekte:

Die drei Ester zeigen ahnliche polare Eigenschaften. Steigt mit abnehmender Kettenlange die
Hydrophobie des Alkylrestes, so nehmen in gleichem Male die hydrophilen Eigenschaften des
Acylrestes in der Reihenfolge Methyloctanoat — Ethylheptanoat — Isoamylbutyrat zu
(Abschnitt 5.2). Methyloctanoat, Ethylheptanoat sowie Isoamylbutyrat verfligen bei 37 °C Uber
eine ahnliche Ldslichkeit in Krebs-Henseleit-Puffer (siehe Tab. 9). Der davon abweichende Wert
fur Isoamylbutyrat von 1,52 mM wurde von Longland et al. (1977) bei 37 °C in destilliertem
Wasser ermittelt. In vorliegender Studie wurde die Ldslichkeit von Isoamylbutyrat mit
0,88 + 0,13 mM in Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4) bei 37 °C gemessen.



5.7 Hydrolyseuntersuchungen in Humanplasma 89

120

100

©
o

60

40

Halbwertzeit [min]

20

Methyloctanoat Ethylheptanoat Isoamylbutyrat

Abb. 73: Halbwertzeit von Carbonsaureestern mit identischer Summenformel und verschiedener
chemischer Struktur in Humanplasma

Sp=1,00mM;n=4

Die stagnierende Halbwertzeit fir Sp > 1,00 mM und 0,75 mM fiir Methyloctanoat und Isoamyl-
butyrat kann auf die ermittelte Loéslichkeitsgrenze zurlickgeflihrt werden. Oberhalb dieser
Konzentration liegen keine zusatzlichen Substratmolekiile in Ldésung vor, so dass eine
enzymatisch katalysierte Umsetzung nicht stattfinden kann. Ein derartiger Effekt wurde fir
Ethylheptanoat nicht bestimmit.

Kinetische Parameter

Aus den Ergebnissen der spezifischen Hydrolyseaktivitdt und Halbwertzeit konnte fur
Ethylheptanoat und Methyloctanoat ein dhnliches Hydrolyseverhalten abgeleitet werden. Diese
Tendenz kann anhand der Ableitung von kinetischen Parametern nach Michaelis-Menten durch
ahnlich verlaufende Lineweaver-Burk-Plots bestatigt werden (Abb. 74 und Abb. 75).

Die Maximalgeschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse von Ethylheptanoat liegt unterhalb
der von Methyloctanoat. Ein Unterschied um den Faktor 1,7 ist allerdings als nicht signifikant zu
bewerten und muss in Verbindung mit Parametern wie Hydrolyseaktivitat und Halbwertzeit
interpretiert werden.
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Abb. 74: Lineweaver-Burk-Plot: Hydrolyse von Estern mit identischer Summenformel und
verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma

Im untersuchten Konzentrationsbereich von 0,25 mM bis 2,50 mM wurde die asymptotische
Anndherung der spezifische Hydrolyseaktivitat (Haspez) @n Vmax nNicht festgestellt (Anhang IV,
Abb. 82). Der Ubergang der Reaktionsordnung in eine Reaktion nullte Ordnung und
Substratsattigung konnte damit nicht nachgewiesen werden. V.« fur Isoamylbutyrat liegt um
das 1,6fache Uber der spezifischen Hydrolyseaktivitat bei So = 2,50 mM. Fir Ethylheptanoat und
Methyloctanoat wurden die Faktoren 1,3 und 1,7 berechnet. Die Reihenfolge im Sinne einer
schnelleren Hydrolysierbarkeit zeigt Abb. 76.

EVmax/Km
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Vinax ! Km [10'6 | /min * g Protein]

10

Methyloctanoat  Ethylheptanoat  Isoamylbutyrat

Abb. 75: Maximalgeschwindigkeit und Vi ./K. der enzymatischen Hydrolyse von Estern mit
identischer Summenformel und verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma
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Vmax:

Vmax/ Km:

Abb. 76:
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Isoamylbutyrat s> Methyloctanoat s> Ethylheptanoat
38,2 : 17 : 1,0
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Isoamylbutyrat s> Ethylheptanoat s>  Methyloctanoat
81,8 : 1,7 : 1,0

Maximalgeschwindigkeit und V,./K,, bei der enzymatischen Hydrolyse von Ethyl- und
Benzylestern in Humanplasma

Der Quotient Vnax /Ky bestatigt die Reihenfolge der Hydrolysierbarkeit entsprechend der
spezifischen Hydrolyseaktivitdt und Halbwertzeit. Vi /Ky kann zusatzlich Unterschiede oder
Ahnlichkeiten der untersuchten Substanzen im Hinblick auf ihre Hydrolysierbarkeit unter
Berticksichtigung des Affinitatsparameters K, deutlicher hervorheben.

Abb. 77:
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Methyloctanoat > Ethylheptanoat > Isoamylbutyrat
3,7 : 1,3 : 1,0

Michaelis-Menten-Konstante der Hydrolyse von Estern mit identischer Summenformel
und verschiedener chemischer Struktur in Humanplasma

Methyloctanoat und Ethylheptanoat verfligen als inverse Ester Uber &hnliche Hydrolyse-
eigenschaften. Insbesondere anhand von V. und Viyad/Kn zeigt sich ein deutlicher Unterschied
im Vergleich mit alkylrestverzweigten Isoamylbutyrat. Die Substratanfangskonzentrationen
liegen im unteren Soll-Bereich von 0,1K,, bis 10K,.
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Ein signifikanten Unterschied in der Affinitat verschiedener Substrate ist gegeben, wenn sich die
Kn-Werte um eine GroRenordnung von mindestens 10? unterscheiden. Somit ist die Affinitat
zum Enzymsystem Humanblutplasma vergleichbar.

Der maximale Unterschied vom K, besteht nach Abb.77 zwischen Methyloctanoat
(3,05 + 0,54 mM) und Isoamylbutyrat (0,83 + 0,23 mM). Der geringe Unterscheid zwischen den
Werten flhrt dazu, das die Hohe der Maximalgeschwindigkeit um das 10fache Uberwiegt
(Unterschied maximaler Faktor 32,8). Isoamylbutyrat wird unter den untersuchten
Reaktionsbedingungen schneller in  Humanplasma hydrolysiert. Der Bereich der
Substratanfangskonzentration 0,25 mM bis 2,50 mM lag stets unterhalb von 5K,. Somit wurde
die Grenze zur Reaktion nullter Ordnung nicht tberschritten.
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6 Diskussion

6.1 Metabolismus und Risikobewertung

Fir die Bewertung des gesundheitlichen Risikos einer bestimmten Substanz muissen
verschiedene Aspekte berticksichtigt werden. Schon Philippus Aureolus Theophrastus Bombast
von Hohenheim (1493 — 1541), genannt Paracelsus, stellte fest: ,dosis facit venenum® — ,Die
Dosis macht das Gift".

Zuné&chst bendtigt man qualitative Aussagen zum Toxizitatspotential, das heif3t der Art des
Risikos. Im zweiten Schritt sind Informationen zur Wirkungsstarke erforderlich (Dosis-
Wirkungsbeziehung). Als drittes muss die Exposition des Menschen abgeschatzt werden. Dabei
gehen folgende Parameter ein:

o Dosis/Konzentration im Expositionsmedium
o Dauer und Haufigkeit der Exposition
o Einwirkort und Aufnahmewege

Weiter sind Informationen zu Kinetik und Metabolismus erforderlich, zusatzlich miissen
Risikogruppen (Kinder, Alte, Kranke, Ethnien) berlcksichtigt werden.

In der Regel werden Risikobewertungen auf einer case by case Basis vorgenommen. Bei
Aromastoffen, die zum einen sehr zahlreich und zum anderen haufig Naturstoffe sind, hat man
sich fur ein pragmatisches Bewertungsverfahren ganzer Substanzklassen entschlossen.

Das Munro-Prinzip (Abschnitt 3.2.2) wurde u.a. zur toxikologischen Bewertung von
Substanzklassen entwickelt und im Vorfeld unserer Studie bereits auf Ethyl- Isoamyl- und
Allylester angewendet (JECFA 1999 und 2000). Bei der Gruppenevaluierung wurden neben der
abgeschatzten taglichen Aufnahmemenge auch Daten zur Hydrolysierbarkeit bei der
toxikologischen Bewertung berticksichtigt.

Die Aufnahmemenge wurde flir Europa und die USA separat abgeschatzt. Der flr Europa
bestimmte Wert basiert auf den 1995 von der IOFI bereitgestellten Daten. Lebensmittel-
hersteller stellten hierfir Angaben der Gesamtmenge der Aromastoffe zur Verfigung, die im
Laufe eines Jahres zur Aromatisierung ihrer Produkte eingesetzt wurden. Daraus konnte die
Menge an Aromastoffen, die in den USA zwischen 1980 und 1987 verwendet wurde, durch
Gutachten unter Federfuhrung der National Academy of Sciences (National Research Council)
in Zusammenarbeit mit der Food and Drug Administration abgeleitet werden (Semino, 1997).

Die flir unsere Studie ausgewahlten Substanzen kommen in unterschiedlich hoher Konzentra-
tion natiirlicherweise in Lebensmitteln vor. Anhang| gibt einen Uberblick der wichtigsten
Vorkommen und Konzentrationen in verarbeiteten und unverarbeiteten Nahrungsmitteln sowie
deren Verwendung in kosmetischen Mitteln.

Die Substanzen werden im Koérper vollstandig zu Alkohol (Methanol, Ethanol, Isoamylalkohol,
Benzylalkohol) und der korrespondierenden Carbonsaure hydrolysiert. Die Hydrolyseprodukte
sind endogene Intermediate. Der Metabolismus der Carbonsauren und Ethanol wurde bereits
ausfuhrlich in Abschnitt 2.3 beschrieben.

Die fir diese Studie weiterhin relevanten Alkylreste werden wie folgt verstoffwechselt:
Benzylalkohol wird Uber Benzaldehyd zu Benzoesaure oxidiert. Diese wird Uber die Leber nach
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mitochondraler Glycinkonjugation unter Hippursaurebildung metabolisiert. Isoamylalkohol wird
nach Glucuronidierung im Phase Il — Metabolismus ausgeschieden. Phenol wird in Phase | zu
Hydrochinon und Catechol hydroxyliert. Diese werden teilweise zu Benzochinonen oder 1,2,4-
Trihydroxylbenzol oxidiert, der Uberwiegende Teil jedoch mit Sulfat oder Glucuronsaure
konjugiert. Die Detoxifizierung von Methanol erfolgt oxidativ durch Einwirkung von Alkohol- und
Formaldehyddehydrogenase, uber Formaldehyd zur Ameisensaure. Ameisensdure wird
langsam zu Kohlendioxid metabolisiert und kann bei hohen Konzentrationen zur Uberséuerung
des Blutes fiihren (Acidose bei pH < 7,35).

In Obst, insbesondere Sudfriichten, wurden Carbonsaureestern mit Konzentrationen < 1 mg/kg
nachgewiesen. Die Ester werden direkt in Pflanzen synthetisiert. Das bendétigte Acyl-CoA
stammt aus der B-Oxidation von Fettsduren oder aus dem Stoffwechsel von Aminosauren
(Beelitz et al., 2001). Hohere Ester-Mengen (> 1 mg/kg) werden bei der Verarbeitung oder
Zubereitung von Lebensmitteln gebildet und in Konzentrationen von bis zu 50 mg/kg
nachgewiesen (siehe Anhang |). Konzentrationen > 50 mg/kg kénnen im Enderzeugnis erreicht
werden, wenn ein Zusatz von Essenzen erfolgt. Daraus resultiert die Annahme, dass die
Uberwiegende Aufnahme von Carbonsaureestern tGber den Verzehr entsprechend modifizierter
Lebensmittel stattfindet.

6.2 Validierung und Methodik

Fur alle in vorliegender Studie zu Hydrolyseuntersuchungen eingesetzten Carbonsaureester
wurde zunachst die Ldslichkeit in biologischen Medien bestimmt. Dieser Parameter stellt eine
wichtige Grolie bei der Bewertung von pharmakokinetischen Parametern dar, da letztlich nur in
Lésung befindliche Molekile fir die enzymatische Umsetzung zur Verfiigung stehen. Als
Lésemittel zur Bestimmung wurde Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4) bei 37 °C verwendet. Der
Puffer besitzt unter diesen Bedingungen und in seiner chemischen Zusammensetzung mit
Ratten- und Humanplasma vergleichbare Eigenschaften. Es konnte gezeigt werden, dass mit
zunehmender Acylkettenlange der Ethylester die Hydrophobizitat des Gesamtmolekil stark
ansteigt und damit die Loslichkeit von 183 mmol/L (fur C3) absinkt auf Werte von unter
0,1 mmol/L (> C44). Ethylvalerat und —isovalerat besitzen ahnliche polare Eigenschaften; damit
haben Verzweigungen in kurzkettigen Acylresten (< Cg) keinen signifikanten Einfluss auf die
Polaritat des Molekdls.

Aromatische Substituenten verstarken die unpolaren Molekuleigenschaften. Aromatische Reste
in Acyl- und Alkylrest von Carbonsaureestern verstarken zusatzlich die hydrophoben
Eigenschaften und setzen die Ldéslichkeit unter oben genannten Bedingungen deutlich herab.
Die analysierten Ldslichkeiten zeigten eine gute Ubereinstimmung mit vorhandenen Daten aus
der Literatur. Diese Korrelation konnte zusatzlich durch die Berechnung des Octanol/Wasser-
Verteilungskoeffizienten (log Pow) verifiziert werden. Entsprechend wurden die Ester in drei
Léslichkeitskategorien eingeteilt und anhand ihres log Pon -Koeffizienten in ihrer Tendenz zur
Anreicherung im Korper nach der Aufnahme Uber die Nahrung bewertet.

Als besonders schwer l6slich (< 0,10 mmol/L) erwiesen sich Ethylester mit Acylkettenlangen
von mehr als 10 Kohlenstoffatomen (Ethylundecanoat, Ethylmyristat). L&slichkeiten bis



6.2 Validierung und Methodik 95

10 mmol/L wurden fir Substanzen ermittelt, die mit gleicher Molmasse und unterschiedlicher
chemischer Struktur ahnliche polare Eigenschaften aufwiesen (Methyloctanoat, Ethylheptanoat,
Isoamylbutyrat). Zu dieser Gruppe gehdrten ebenso alle untersuchten Benzylester (-tiglat, -
salicylat, -phenylacetat) sowie Ethylcinnamat. Ester mit einer begrenzten Ldslichkeit im
Wassrigen (Loslichkeit bis 250 mmol/l) besitzen verzweigte oder unverzweigte Acyl- oder
Alkylrest und Kettenlangen von maximal funf Kohlenstoffatomen. Dazu gehdren Ethylpropionat,
-valerat, -isovalerat. Das Vorhandensein einer trans-Doppelbindung (Ethyltiglat) oder eines
aromatischen Rings (Ethylphenylacetat, Phenylacetat) verringert die Loslichkeit nicht signifikant.

Auler Ethylpropionat, -valerat und —isovalerat besitzen alle untersuchten Ester einen log Pow —
Koeffizienten von > 2 und damit die starke Tendenz, sich im Kdérper anzureichern, wodurch
wiederum die Resorption der Substanzen gehemmt wird. Bei Ethylpropionat, -valerat und —
isovalerat ist dagegen mit 0,5 < log Pow < 2 eine gute Resorption und eine nur leichte Tendenz
zur Anreicherung gegeben.

Das fur die Hydrolyseexperimente verwendete Ratten- und Humanplasma wurde nach den in
Abschnitt 8.4.1 und 8.4.2 beschriebenen Methoden gewonnen. Eine Wichtung der Einfllisse, die
eine Veranderung der origindren Hydrolyseaktivitat beider Plasmaarten bewirken, wurde
ausfihrlich in Abschnitt 5.3 diskutiert. Es wurden einheitliche Verfahren erarbeitet, um
Einflussfaktoren wie interindividuelle Schwankungen, geschlechtsspezifische und krankheits-
spezifische Unterschiede, Tagesschwankungen sowie altersabhangige Schwankungen zu
minimieren.

Zusatzlich wurden der Bearbeitungszeitraum der Plasmagewinnung, Proteingehalt und
Hamolyse vereinheitlicht, um die Wiederholbarkeit der Hydrolyseaktivitat einzelner Pools zu
erreichen. Die entsprechende Verifizierung wurde anhand von Ethylheptanoat, Ethyltiglat,
Benzyitiglat sowie Phenylacetat gefihrt. Die Voruntersuchungen ermdglichten die
Quantifizierung der Methodenreproduzierbarkeit und deren Einflussfaktoren.

Als hilfreich erwies sich die Verwendung von Phenylacetat als Referenzsubstanz. Phenylacetat
wurde in Leberhomogenat oder Blutplasma von Mensch oder Ratte durch das Einwirken von
unspezifischer Carboxylesterase (EC 3.1.1.1) und Arylesterase (EC 3.1.1.2) am schnellsten
hydrolysiert. Diese Ergebnisse belegen vorhandene Literaturangaben (McCracken, 1993a).
Durch die schnelle Hydrolyse konnten bei der Plasmapool-Validierung hemmende Einflisse auf
die Hydrolyseaktivitat wie Aussalzeffekte, Denaturierung oder Hamolyse rasch erkannt werden.

Die Ester wurden in 1,4-Dioxan geldst und aus einer definierten Stammlésung heraus dem
Hydrolysemedium zudotiert. Im Hydrolyseansatz konnte damit eine hinreichend genaue
Substratanfangskonzentration (Sy) eingestellt werden. Die sich ergebene Schwankung
resultierte aus der Skalierung der verwendeten Mikroliterspritze und wurde mit maximal 0,10 pl
abgeschatzt. Aus diesem Volumen wurde eine maximale Konzentrationsdifferenz fir Sy von
1,25 % (4,00 + 0,05 mmol/l) bis 5 % (0,25 + 0,013 mmol/l) errechnet. Als geeignetes Ldsemittel
fur Plasma und Leberhomogenat wurde Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4) verwendet. Er besitzt
in Bezug auf pH-Wert und mineralische Zusammensetzung ahnliche Eigenschaften und
minimiert damit den Einfluss auf die Proteinkonformation der Enzyme.

Individuelle Einflusse wie Alter, Geschlecht oder Tageszeit auf die Enzymkonstitution bei der
Plasmagewinnung wurden gemittelt. Die erhaltenen Plasmapools von Ratte und Mensch
reprasentierten eine mittlere Enzymkonstitution, die einen Vergleich der Hydrolysierbarkeit der
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Ester untereinander erlaubt. Als Indikator dafur diente die spezifische Hydrolyseaktivitat von
Phenylacetat, Ethylheptanoat, Ethyl- sowie Benzyltiglat. Es konnte gezeigt werden, dass die
Schwankung der spezifischen Hydrolyseaktivitat der Pools gegeniber den einzelnen
Substanzen deutlich unter deren interindividuellen Schwankungen lag (Abschnitt 5.4.4).

Weiterhin wurde der Einfluss der Lagerdauer bei —84°C auf die spezifische Hydrolyseaktivitat
von Blutplasma untersucht. Wahrend die Lagerung von Plasma bis zu 12 Stunden bei 4 °C
keinen signifikanten Einfluss auf dessen Aktivitat hatte, wurden langsam fallende Werte bei der
Lagerung bei —84 °C Uber einen Zeitraum von bis zu 21 Wochen festgestellt. Die Lagerdauer fiir
Plasma, dass fir Hydrolyseexperimente zum Einsatz kam, wurde daher auf 15 Wochen
gegrenzt. Es wurde die Vermutung bestatigt, dass insbesondere der Auftauprozess zu starken
Aktivitatsverlusten des Plasmas filhren kann. Vom kommerziellen Erwerb von Humanplasma fiir
Hydrolysestudien ist abzuraten. Die im Rahmen unserer Studie gewonnene Erfahrung hat
gezeigt, dass die einschlagigen Anbieter nur Uber lickenhafte Informationen in Bezug auf
Herkunft, Alter oder Anzahl der Spender verflgen.

Zwingende Voraussetzung fiur die Darstellung der Hydrolyseeigenschaften nach Michaelis-
Menten fir eine enzymatische Reaktion 1. Ordnung ist die Bestimmung der Enzymaktivitat
.kurz nach Reaktionsstart® moglichst innerhalb des pre-steady-state und steady-state Bereichs.
Die Gesamthydrolysezeit wurde fur jeden Ester in Abhangigkeit von der Produktbildungs-
geschwindigkeit individuell bestimmt.

Folgende Mal3gaben wurden festgelegt:

) Die Konzentration des ersten Messpunktes t; musste Uber der Bestimmungsgrenze der
jeweiligen Analyten liegen.
) Der Konzentrationsunterschied zwischen aufeinander folgenden Messpunkten musste

so groR sein, dass keine Uberschneidung der Vertrauensbereiche aus n = 4 resultierte.

Zur Beschreibung des Hydrolyseverlaufs wurden die Esterhydrolyseprodukte Alkohol und/oder
Carbonsiure  gaschromatographisch  quantifiziert. Eine  Ubersicht der wichtigsten
Validierungsparameter wie Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sowie Wiederfindungsraten
sind in Anhang Il zusammengefasst.

Die Vollstandigkeit der enzymatischen Hydrolyse wurde anhand der Produktbildungs- und
Eduktabbaugeschwindigkeit in kinstlicher Magenflissigkeit und Rattenplasma nachgewiesen.
Die zu analysierenden Hydrolyseprodukte wurden als Kontrollsubstanzen mit bekanntem
Reinheitsgrad kauflich erworben. Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde hitzein-
aktiviertes Humanplasma sowie Krebs-Henseleit-Puffer dotiert, die Konzentration des Analyten
gemessen und daraus die Wiederfindungsrate berechnet. Wiederfindungsraten der Ester-
hydrolyseprodukte wurden im Bereich von 90,8 bis 113,5 % errechnet. Auf die Einfuhrung von
Korrekturfaktoren konnte daher verzichtet werden. Die Abwesenheit des Analyten in den
verwendeten Stammldsungen wurde durch Nachweis in den Ldsungen mit hochster
Substratkonzentration (2,50 mM) belegt. Freie Hydrolyseprodukte (Alkohol oder Carbonsaure)
wurden in keiner Stammlésung nachgewiesen.

Die Zeitpunkte der Probenahme wurden fiir jeden Carbonsaureester individuell bestimmt. Dabei
wurde die Gesamthydrolysezeit nach dem Reaktionsstart (Substratzusatz) so kurz wie maoglich
gehalten. Unerwinschte Einfliusse, die zur Abnahme der Enzymaktivitdt fihren, wurden
dadurch minimiert. Relevant waren hierbei Denaturierungsprozesse des Enzyms, Produkt-
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hemmung sowie die mit fortschreitender Hydrolysezeit ansteigende Produktkonzentration,
wodurch die Ruckreaktion sukzessive zunehmenden Einfluss an der Gesamtreaktion gewinnt.

Die kinetischen Parameter nach Michaelis-Menten, Vmax und K, wurden aus dem doppel-

reziproken Linearisierungsverfahren nach Lineweaver-Burk abgeleitet. Die Initialzeit ,kurz nach

Reaktionsstart® zur Ableitung des Tangentenanstiegs wurde einheitlich mit t; = 0,10 min

determiniert. Vorteile dieser Darstellung gegeniiber anderen Linearisierungsverfahren waren:

o beste Ubereinstimmung der linearen Korrelation sowie

o Moglichkeit des Erkennens von substratinhibierenden Eigenschaften durch Abweichung
der Messpunkte von der Geraden bei Uberschreitung einer substratspezifischen
Konzentration.

Bei der Festlegung der verwendeten Substratanfangskonzentrationen (Sg) wurden vorange-
gangene Studien zur Orientierung herangezogen. McCracken et al. 1993 und 1993a arbeiteten
bei der Untersuchung der hydrolytischen Eigenschaften von Lebercytosol und Lebermikro-
somen im Konzentrationsbereich von 0,25 mM bis 4,00 mM. Es wurde bericksichtigt, dass eine
Reaktion 1. Ordnung ab Sy > 5K, in eine Reaktion nullter Ordnung Ubergeht, bei der die
Substratkonzentration keinen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit hat (Rappoport, 1987).
Ab einer Substratkonzentration > 10 K, wurde durch Dahl & Miller (1985) Substrathemmung
festgestellt. Daraus wurde fir alle untersuchten Ester ein einheitlicher Konzentrationsbereich
von 0,25 mM bis 2,50 mM festgelegt.

Zusatzlich wurde der Zusammenhang von Plasmakonzentration und Initialgeschwindigkeit der
enzymatischen Hydrolyse dargestellt. Die Initialgeschwindigkeit der Hydrolyse von Ethylvalerat
und —isovalerat in 1:50, 1:10 sowie unverdinntem Rattenplasma zeigt die in dieser Reihenfolge
stetig zunehmende Hydrolyseaktivitat (Abb. 44, Tab. 40).

6.3 Esterhydrolyse in verschiedenen biologischen Medien

Ein nachster Abschnitt der Studie flhrte zu allgemeinen Aussagen, die eine Einordnung der
hydrolytischen Aktivitdt von Humanblutplasma im Vergleich mit anderen physiologischen
Medien gegenlber ausgewahlten Estern erlauben. Vorangegangene Studien wurden zur
Prifung der Plausibilitat der Ergebnisse herangezogen.

Als Hydrolysemedien wurden verwendet:

o Rattenblutplasma,

. Krebs-Henseleit-Puffer als Leerwert fur Plasma,
o kinstliche Magenflussigkeit sowie

o Rattenleberhomogenat.

Neben der Referenzsubstanz Phenylacetat wurden Ethylheptanoat, Ethyltiglat, Benzyltiglat
untersucht.

Bestimmend fir die Hydrolyserate in biologischen Medien ist die Carboxylesterasemenge (EC-
Nr. 3.1.1.1). Ursache fir deutliche speziesspezifische Unterschiede ist die jeweils vorhandene
Enzymmenge. Seit langem ist bekannt, dass die Ratte im Gegensatz zum Menschen Uber
einen erhodhten Carboxylesterase-Level verfligt (McCracken et al. 1993/1993a). Verschiedene
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Studien konnte diese Eigenschaften anhand einer Gegenuberstellung von Mensch und Ratte
belegen (Aldridge, 1953; Buchwald & Bodor, 2000; Saghir et al., 1999). Minagawa et al. wiesen
1995 anhand der Hydrolyse von Isocarbazylinmethylester eine gegeniiber Humanblut in
Rattenblut erhdhte Esteraseaktivitat um den Faktor 400 nach.

Den Einfluss des speziesspezifischen Verteilungskoeffizienten im Blutplasma beschrieb
Kaneko (1994). Die Verteilungskoeffizienten von Acetatestern zeigten in Rattenplasma eine
gegeniber Humanplasma um den Faktor 2,8 erhohte Loslichkeit. Daraus resultiert eine erhéhte
Verfligbarkeit des Substrats am reaktiven Zentrum der Enzyme im Rattenplasma und
gewahrleistet damit die schnellere Umsetzung. Entsprechend wurde erwartet, dass die
Hydrolyse in kinstlicher Magenfliissigkeit mit deutlich geringerer Umsatzrate verlauft. Quinn et
al. (1999) beschrieben die katalytische Wirkung von Esterasen im Vergleich zur
nichtenzymatischen Hydrolyse. Sie konnten am Beispiel von Acetylcholinesterase gegeniber
Acetylcholin zeigen, dass die enzymatische Hydrolyse bei pH 7,0 einen 10"-fach schnelleren
Reaktionsablauf aufweist.

Der Gastrointestinaltrakt besitzt einen wichtigen Einfluss auf die Eliminationsgeschwindigkeit
von Carbonsaureestern. Die enzymatische Spaltung findet hauptsachlich im Dinndarm und
nicht im Magen statt (Aldridge, 1953; Savary & Constantin, 1970). Die Hydrolyse in der Leber
lauft mit deutlich héherer Geschwindigkeit ab. Demnach erhéht sich die Halbwertzeit von z.B.
Ethylheptanoat in Leberhomogenat im Vergleich zu kinstlicher Magenflissigkeit um einen
Faktor von ca. 2,8.-10™. In unserer Studie konnte die beschriebene Reihenfolge der
spezifischen Hydrolyseaktivitdt anhand von Ethyl- und Benzyltiglat bestatigt werden:

Rattenleber- >>  Rattenplasma > Humanplasma >> kinstliche

homogenat Pool (r)015.002 Pool (h)020.504 Magenflissigkeit
Ethyltiglat 3,8.10" : 69 : 7,0 : 1
Benzyltiglat 3,9.10™ : 120 : 2,3 : 1

Die Ergebnisse der methodischen Vorversuche sind plausibel. Es sollte deshalb mdglich ein,
mit den ausgearbeiteten Methoden mit Hilfe von Studien in Humanplasma allgemeine
Aussagen zur Struktur-Wirkungsbeziehung der Hydrolyse von Estern im Hinblick auf den
Metabolismus von Aromastoffen abzuleiten.
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6.4 Hydrolyse in Humanplasma

6.4.1 Ethylester mit aliphatisch linear verzweigtem und unverzweigtem
Acylrest

Ethylester durchlaufen bei der enzymatischen Hydrolyse den in Abschnitt 2.4.1 beschriebenen
Additions-Eliminations-Mechanismus mit einem Ubergangszustand in Form des tetrahedralen
Intermediats. Mit zunehmender Acylkettenlange nimmt die Saurestarke mit stérker werdenden
Induktionseffet (+I-Effekt) der korrespondierenden Saure in der Richtung Propionsaure,
Valeriansaure, Heptansaure, Undecansaure sowie Myristinsaure ab. Die Saurestarke der
Abgangsgruppe nimmt entsprechend zu und stabilisiert den Ubergangszustand. Die
Saurestarke von Valeriansaure ist gegenuber Isovaleriansdure, aufgrund des zunehmenden +I-
Effekts, erhoht.

Die enzymatische Hydrolyse wird durch die Bildung des tetraedrischen Intermediats besonders
von sterischen Effekten behindert (Radhakrishnamurti, 1971). Die Verlangerung des Acylrestes
von Ethylestern um ein oder zwei Methylgruppen (z.B. Ethylacetat — Ethylpropionat) lasst einen
signifikanten Abfall der Hydrolysegeschwindigkeit erwarten. Dieser Trend setzt sich mit zuneh-
mender Kettenlange nicht fort (Mitzner, 1981; Vollhardt & Schore, 1994).

Verzweigungen fuhren nur in unmittelbarer Nahe der Carbonylfunktion zum Abfall der
Hydrolysegeschwindigkeit. Je weiter sich diese Funktion von der funktionellen Gruppe entfernt,
umso geringer ist der Einfluss auf den Reaktionsablauf. Voluminése Substituenten in a—Position
beeintrachtigen die Reaktivitdit der Carbonylfunktion (Barton, etal. 1994). Wird das
Reaktionszentrum durch benachbarte Substituenten sterisch abgeschirmt, verringert sich die
Geschwindigkeitskonstante (F-strain-Effekt).

Diese sterischen Effekte bewirken eine Hemmung der intermolekularen Beweglichkeit sowie
eine steigende Spannung im Ubergangszustand, was dessen Bildungsgeschwindigkeit
herabsetzen oder ausschlieRen kann (Saleh, 1981; DeTar et al., 1980). Den sterischen
Substituenteneinfluss beschreibt Saleh (1981) anhand der sauren Hydrolyse von n- und iso-
Propylacetat. Die zunehmende Kettenlange des Alkylrestes bei Acetaten flihrte zum Abfall der
Geschwindigkeitskonstante in der Reihenfolge Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Butyl-, n-Amyl- und iso-
Amylacetat. In Anlehnung an Taft wurde berechnet, dass die Werte fur die sterische
Substituentenkonstante (Es) in der Reihenfolge Methyl-, Ethyl-, n-Propyl-, n-Butyl-, iso-Propyl-,
iso-Butyl- und tert-Butylacetat abnehmen. In gleichem Malle wurde bei der sauren Hydrolyse
eine Verringerung der Geschwindigkeitskonstante beobachtet (Hancock, 1961).

Der a-Methylsubstitution wird ein geringer Einfluss auf K, und V,.x zugeschrieben (Hosokawa
et al., 1990). Die Einfihrung von Verzweigungen im Estermolekil wird mit einer Erhéhung der
Toxizitat des jeweiligen Substanz beschrieben (Taylor & Dormedy, 1998). Fuir die
zusammenfassende Bewertung der Hydrolysierbarkeit werden im Folgenden die Trends fir die
berechneten pharmakokinetischen Parameter zusammengestellt (Tab. 16).
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Tab. 16: Reihenfolge der untersuchten Ethylester mit zunehmender Hydrolysierbarkeit und
Substrataffinitat in Humanplasma

spezifische Halbwertzeit Maximalgeschwindigkeit Michaelis-Menten- Maximalgeschwindigkeit /
Hydrolysierbarkeit Konstante Michaelis-Menten-Konstante
Ha, spez. — Steigend ty2 - fallend Vmax - steigend K — fallend Vmax/Kn - steigend

Myristat Myristat Myristat Myristat Myristat

Undecanoat Undecanoat Undecanoat Heptanoat, Undecanoat

Heptanoat Heptanoat Isovalerat Propionat, Heptanoat

Isovalerat Isovalerat Heptanoat Undecanoat Isovalerat /Propionat
Propionat Propionat Propionat Valerat/Isovalerat

Valerat Valerat Valerat Valerat

Mit zunehmender Hydrolysierbarkeit steigen die Werte fur die Parameter, Ha spez, Vmax und
VimaxKm @n und zeigen fir die untersuchten Ester einen einheitlichen Trend. Eine negative
Korrelation von Hydrolysierbarkeit und Halbwertzeit oder Michaelis-Menten-Konstante bestatigt
dieses Ergebnis. Auffallig ist die einheitliche Abnahme der Hydrolysierbarkeit mit zunehmender
Acylkettenlange. Longland et al. (1977) konnten diesen Effekt flr kinstliche Magen- und
Pankreasflissigkeit, Leber- sowie Dinndarmmucosapraparationen belegen (vgl. Tab. 4).

Die zunehmende Kettenlange des Acylrests fihrt zum Anstieg der hydrophoben Eigenschaften
des Esters (Tab. 9). Die Abhangigkeit der Hydrolyserate von der Kettenlange des Acylrestes
wurde im Zusammenhang mit der Hydrophobizitatskonstante beschrieben (Dahl & Miller, 1985).
Bei der Hydrolyse von Methylestern durch Carboxylesterase (EC-Nr.3.1.1.1) aus
Rattenlebermikrosomen wurde eine VergroRerung von V. bei ansteigenden Acylkettenlange
von C; bis Cs beobachtet.

Nach dem Erreichen eines Maximums flr V.« bei der Acylkettenlange Cs wurde mit weiter
ansteigender Kettenlange ein Abfall der Vpn.-Werte festgestellt. Anhand unserer Ergebnisse
konnte gemanR Abb. 55 ein ahnlicher Verlauf fir die Hydrolyse von Ethylestern in Humanplasma
ermittelt werden. Der hochste Wert flr V. wurde bei der Acylkettenlange Cs (Ethylvalerat)
bestimmt. Bis C4; (Ethylmyristat) fallt V.« auf ein Minimum ab. Damit werden Ethylvalerat und —
propionat als schnell in Humanplasma hydrolysierbar eingestuft. Ethylundecanoat und -myristat
wurden unter den beschriebenen Reaktionsbedingungen vergleichsweise langsam hydrolysiert.
Ethylheptanoat weist eine mittlere Hydrolysierbarkeit auf.

Aus der hohen Hydrophobizitat fir Ethylmyristat und —undecanoat Ia8sst sich eine erhdhte
Affinitdt des Enzymsystems bei der Substratbildung ableiten. Daher kann von einer
begilnstigten lipatischen Hydrolyse der Ester ausgegangen werden. Der Hauptanteil der
enzymatischen Hydrolyse ist im Humanplasma jedoch auf die unspezifische Carboxylesterase
(EC-Nr. 3.1.1.1) zurtickzufiihren. Daraus folgt eine geringe Verfligbarkeit der Substrate am
reaktiven Zentrum und damit die vergleichsweise niedrige Umsatzrate.

Ethylisovalerat wird gegenlber Ethylvalerat in Humanplasma langsamer hydrolysiert. Am Bei-
spiel der sauren Hydrolyse von Ethylisovalerat konnte Vinnik (1976) zeigen, dass beim Angriff
des Nucleophils das Carbonylkohlenstoffatom mit mindestens einem Wassermolekil solvatisiert
vorliegt. Die Ursache der verschiedenen Reaktionsmechanismen von geradkettigen und o-
verzweigten Alkylestern kann damit der Solvatation zugeschrieben werden (Mitzner, 1981).

Buchwald & Bodor (2000) beschreiben die theoretische Ableitung der Halbwertzeit fir die
enzymatische Hydrolyse unter Bericksichtigung der sterischen Hinderung in der Nahe des
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Carbonylsauerstoffatoms. Die sterische Hinderung wird als ein Faktor fur die signifikant
verringerte Hydrolyserate fir Ethylisovalerat im Vergleich zu Ethylvalerat angesehen.
Insbesondere die volumindsere Ausdehnung der Isovaleriansaure in a—Position des Esters
reduziert die Reaktivitdit der Carbonylfunktion besonders dann, wenn der betreffende
Substituent am Reaktionszentrum oder in dessen Nahe gebunden ist (Barton, et al. 1994).

Sterische Effekte bewirken damit eine Hemmung der intermolekularen Beweglichkeit sowie eine
steigende Spannung im Ubergangszustand, was dessen Bildungsgeschwindigkeit herabsetzen
oder ausschlief3en kann (Saleh, 1981). Ein Mal flr die ausgetlibte Abschirmung ist die sterische
Substituentenkonstante Es. Je raumflllender die Substituenten sind, um so negativer wird Es
und desto langsamer verlauft die Hydrolyse des entsprechenden Esters. Da AbstoRungskrafte
auf dem Weg zum Ubergangszustand tiberwunden werden missen, steigen die Werte fiir die
molare Reaktionsenthalpie entsprechend; die Reaktionsentropie wird negativer. Beide Einfliisse
fuhren Uber die Gibbs-Helmholtz-Gleichung zu einer Erhdhung der molaren Aktivierungs-
enthalpie.

Die aufeinanderfolgenden Abschnitte der enzymatischen Serin-Esterase-Hydrolyse (Acylation
und Deacylation) sind getrennt von einander zu betrachten und zu bewerten (DeTar und
Tenpas, 1976 und 1976a). Der zweite Reaktionsschritt der enzymatischen Spaltung, der Angriff
des Wassermolekills nach der Protonierung des Esters, wird besonders durch sterische
Faktoren beeinflusst. Der vergleichsweise geringe polare Einfluss auf die Umsatzrate kann
vernachlassigt werden.

6.4.2 Ethyl- und Benzylester mit verzweigtem oder aromatischem Acylrest

Die zusammenfassende Gegeniberstellung der Ester zeigt, dass beide untersuchten Phenyl-
acetatester in Humanplasma am schnellsten hydrolysiert wurden (Tab. 17). Fur Tiglate,
Cinnamate sowie Salicylate wurde einheitlich eine signifikant langsamere Hydrolysierbarkeit
bestimmt. Die Hydrolysierbarkeit von Ethylisovalerat ist mit diesen Substanzgruppen
vergleichbar.

Phenylacetatester sind die am schnellsten hydrolysierbaren Ester. Unter Berlcksichtigung der
grol’en Halbwertzeit und geringen spezifischen Hydrolyseaktivitdt wurden Ethylisovalerat und
Ethylcinnamat trotz eines vergleichsweise hohen V,./K,-Quotienten als langsam hydroly-
sierbar bewertet. Geringe Michaelis-Menten-Konstanten erlauben das Erreichen der
Maximalgeschwindigkeit schon bei geringen Substratanfangskonzentrationen. Der Einfluss des
Parameters V.« Uberwiegt und begrindet obige Einstufung.

Die untersuchten Substanzgruppen verfigen Uber voluminése Substituenten mit Hydroxy-
Gruppen und/oder Doppelbindungen in Kombination mit aromatischen Ringen sowie
Verzweigungen in der Nahe der Carbonylfunktion. Diese Faktoren bedingen sterische
Hinderungen, die wiederum einen hydrolysehemmenden Effekt hervorrufen.

In Verbindung mit der in Tab. 17 beschriebenen Reihenfolge lassen sich sterische Effekte als
Ursache fiir die abfallende Hydrolysierbarkeit ableiten. Diese Effekte wurden anhand verschie-
dener biologischer Materialien von der Ratte beschrieben. Die langsame Hydrolysierbarkeit von
Methylsalicylat wurde von Kakkar & Mayersohn (1998) durch in vivo Studien an der Ratte
untersucht. Die Plasmahalbwertzeit wurde mit ~ 36 min angegeben.
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Tab. 17: Reihenfolge der untersuchten Ethyl- und Benzylester mit zunehmender
Hydrolysierbarkeit und Substrataffinitat in Humanplasma

spezifische Halbwertzeit Maximal- Michaelis-Menten- Maximalgeschwindigkeit /
Hydrolysierbarkeit geschwindigkeit Konstante Michaelis-Menten-Konstante
Ha, spez. — Steigend ty2 - fallend Vmax - Steigend Kn — fallend Vmax/Kn - steigend
Ethylcinnamat Ethylcinnamat Ethylcinnamat Benzyltiglat Ethyltiglat

Ethyltiglat Ethyltiglat Ethyltiglat Ethylphenylacetat Benzylsalicylat
Benzylsalicylat und Benzylsalicylat Ethylisovalerat Benzylsalicylat Benzyltiglat

Ethylisovalerat Benzyltiglat und Benzylsalicylat Benzylphenylacetat Ethylcinnamat

Benzyltiglat Ethylisovalerat Benzyltiglat Ethyltiglat Ethylphenylacetat
Ethylphenylacetat Ethylphenylacetat Ethylphenylacetat Ethylisovalerat Ethylisovalerat
Benzylphenylacetat Benzylphenylacetat Benzylphenylacetat Ethylcinnamat Benzylphenylacetat

Sterische Effekte werden durch Verzweigungen oder volumindse Substitutenten hervorgerufen.
Zusatzlich konnen elektronische Faktoren wie Hydroxy-Gruppen die Carbonylaktivitdt der
funktionelle Gruppe herabsetzen, da diese eine erhohte Polaritat der Carbonylgruppe bewirken
und damit eine verstarkte Auspragung der Solvathille verursachen. Letztlich wird dadurch ein
Substratangriff auf das reaktive Zentrum der Hydrolyse erschwert (Rakshit & Datta, 1976 und
1979).

Mesomeriehinderung tritt auf, wenn die an der Konjugation beteiligten Atome gehindert werden,
in einer Ebene zu liegen und damit der M-Effekt gemindert wird. Substituentenkonstanten c*
werden erheblich durch Resonanzeffekte beeinflusst. Wird wie bei Phenyl- oder Vinylestern die
Resonanz zwischen Carbonylgruppe und Substituent unterbunden, lauft im Vergleich zur
sauren Hydrolyse die alkalische schneller ab. Fur ungesattigte Gruppen nehmen die Werte fir
c* entsprechend der Entfernung des ungesattigten Restes von der Estergruppe ab (Evans,
1971).

Den Einfluss von oxidierten Acylresten (Alkoxy- und a-Hydroxy-Gruppen) auf die
Hydrolyseaktivitat von Lipasen beschreiben Adamczyk & Grote (1999). Die erhéhte Anzahl von
Sauerstoffatomen im Substratmolekil (Benzylphenoxyacetat im Vergleich zu Benzylphenyl-
acetat) setzt die Hydrolysierbarkeit durch Lipasen herab. Das zusatzliche Sauerstoffatom
verstarkt die Elektrophilie der Carbonylgruppe. Die Polaritdt des Molekils wird erhdht und eine
Hydratation beginstigt. Entsprechend sinkt die Substratbindungswahrscheinlichkeit.

Beide Einflisse sind besonders wirksam, wenn beeinflussende Molekiile in der Nahe des
Carbonylkohlenstoff- und/oder -sauerstoffatoms lokalisiert sind. Zimtsaure besitzt wie
Phenylessigsdure die Phenylgruppe im Acylrest und zusétzlich eine trans-Doppelbindung im
entsprechenden Molekiilrest.

Doppelbindungen oder Ringe in der Nahe der Carbonylfunktion verringern bekanntermafien die
Hydrolyserate. Fir die Substituenten phenyloxypropanoat, phenylpropanoat, phenylcyclo-
propanoat und trans-3-phenylpropenoat (cinnamat) wurde ein Abfall der Umsatzrate in der
Reihenfolge 85 : 70 : 2 : 1 beschrieben (Basak et al., 1997).
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6.4.3 Ester mit identischer Summenformel und verschiedener chemischer
Struktur
Die Gegenuberstellung der untersuchten Ester mit identischer Summenformel und

verschiedener chemischer Struktur zeigen gemall Tab. 18 eine einheitliche Reihenfolge in der
Hydrolysierbarkeit.

Tab. 18: Reihenfolge der zunehmenden Hydrolysierbarkeit und Substrataffinitat bei Estern mit
identischer Summenformel und verschiedener chemischer Struktur

spezifische Halbwertzeit Maximalgeschwindigkeit ~ Michaelis-Menten- Maximalgeschwindigkeit /
Hydrolysierbarkeit Konstante Michaelis-Menten-Konstante
Ha, spez. — Steigend t2 - fallend Vmax - Steigend Km — fallend Vmax/Km - steigend
Methyloctanoat Methyloctanoat Ethylheptanoat Methyloctanoat Methyloctanoat
Ethylheptanoat Ethylheptanoat Methyloctanoat Ethylheptanoat Ethylheptanoat
Isoamylbutyrat Isoamylbutyrat Isoamylbutyrat Isoamylbutyrat Isoamylbutyrat

Die drei untersuchten Substanzen zeigen ahnliche polare Eigenschaften. Mit zunehmender
Kettenlange steigt die Hydrophobie des Alkylrestes in der Reihenfolge Methyloctanoat,
Ethylheptanoat und Isoamylbutyrat. In gleichem MalRe nehmen die hydrophilen Eigenschaften
des Acylrestes zu. Im Gesamtmolekiil heben sich diese Einflisse auf. Daher besitzt die
Hydrophobizitdat auf die Geschwindigkeit der enzymatischen Umsetzung nur einen
untergeordnete Einfluss.

Alle Bewertungsparameter ergaben die schnellste Hydrolysierbarkeit flr Isoamylbutyrat, dessen
Hydrolyseeigenschaften sich damit deutlich von Ethylheptanoat und Methyloctanoat
unterscheiden. Eine Verzweigung 18st sterische Effekte nur dann aus, wenn sie sich in
unmittelbarer Nachbarschaft zum Carbonylkohlenstoff- und/oder —sauerstoff befindet. Mit jeder
durch eine CHJ-Gruppe hervorgerufene Entfernung von der Carbonylfunktion nimmt der
Einfluss exponentiell ab.

Der Isoamyl-Alkylrestes weist keine hemmenden Einflliisse auf die Umsatzrate auf. Dieser Effekt
ist auf den deutlichen Abstand des Isoamylrestes von der funktionellen Gruppe um drei
Kohlenstoffatome  zurlickzufiihren. Ein  sterischer Effekt, der mit inhibierenden
Hydrolyseeigenschaften einhergeht, wurde nicht nachgewiesen. Im Gegensatz dazu ruft eine
Verzweigung im Abstand von zwei C-Atomen im Acylrest (-isovalerat) eine deutlich reduzierte
Umsatzrate hervor.

Dieser signifikante Einfluss im Vergleich zum nichtverzweigten Isomer (-valerat) wurde bereits
in Abschnitt 5.7.1 erlautert. Im Vergleich der chemischen Struktur von Ethylvalerat und
Isoamylbutyrat wird zusatzlich deutlich, dass sich die iso-Amylgruppe von Isoamylbutyrat im
Alkylrest, und damit auf der carbonylfunktion-abgewandten Seite befindet. Demnach hat die iso-
Butyl-Gruppe nur einen geringen Einfluss auf Geschwindigkeit der enzymatische
Esterhydrolyse.

Unter der Voraussetzung, dass freigesetzte langkettige freie Fettsduren weiter metabolisiert
werden (Abschnitt 2.3), kann die Hypothese aufgestellt werden, dass eine schnelle
enzymatische Hydrolyse auch bei Ethylheptanoat und Methyloctanoat erfolgt. Ein Nachweis der
Spaltprodukte aufgrund hoher Synthaseaktivitaten kann ein verfalschendes Bild zeichnen.
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6.4.4 Bewertung der Hydrolysierbarkeit

Anhand der chemischen Struktur eines Molekils ist es mdglich, Rickschliisse auf den zu
erwartenden Reaktionsverlauf und die Umsatzrate der Solvolyse zu ziehen. Die Bereitschaft
einer Substanz schnell oder langsam zu reagieren, stellt eine relative Eigenschaft dar, deren
Ableitung auf der Verallgemeinerung empirischer Beziehungen zwischen Struktur, Reaktivitat
und Selektivitdt beruht. Diese Aspekte sind nur auf Reaktionen mit ahnlichem Mechanismus
anzuwenden und kénnen qualitativer wie quantitativer Art sein.

Die Ableitung von Hydrolyseeigenschaften erfolgt anhand von Parametern, die mdglichst
unabhangig von den experimentellen Gegebenheiten sind und sich unabhangig davon
interpretieren und somit verallgemeinern lassen. Die spezifische Hydrolyseaktivitat ist unter den
Bedingungen einer enzymatischen Reaktion 1. Ordnung stets abhangig von der Substrat-
anfangskonzentration (Sp). Die Studie hat gezeigt, dass die Halbwertzeit ebenso von S
bestimmt wird. Kinetische Parameter kbnnen dagegen relativ unabhangig interpretiert werden.
Vimax beschreibt eine aus einem mathematischen Algorithmus heraus extrapolierte
Maximalgeschwindigkeit, die experimentell und in vivo nie erreicht werden kann.

Die Bioverfiigbarkeit eines Substrats im Enzymsystem wird durch die Resorption in
Blutkapillaren und Membrantransport durch Diffusion bestimmt. Der passive Transport entlang
eines Konzentrationsgefalles, aber auch die erleichterte Diffusion durch Carriemolekule (aktivier
Transport) wird durch den Affinitatsparameter K., bestimmt. Dieser Einfluss ist flur die
untersuchten Substanzen annahernd gleich.

Der Quotient V./Kyn wurde in der Literatur bereits als unabhdngiger Parameter fur die
Hydrolysierbarkeit beschrieben (McCarthy, 1996). Der Quotient ist stets grofer als Viux
(Vmax : Vmax/Km = 1:2,1) und kann damit kleine Unterscheide in der Hydrolysierbarkeit anhand
von Vmax oder Hagoe,. deutlich machen oder statistisch gesicherte Reihenfolgen hervorheben
oder bekraftigen.

Abb. 78 bis Abb.80 geben eine Zusammenstellung der kinetischen Parameter aller
untersuchter Ester in absteigender Reihenfolge ihrer Absolutwerte.
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Die zugehorigen Einzelwerte in Tab. 19 zeigen die sich in Bezug auf K, Uberschneidenden
Vertrauensintervalle. Die Affinitdt des Hydrolysesystems Humanplasma gegenlber den
untersuchte Carbonsaureestern, einschlieBlich Phenylacetat, ist demnach ahnlich. Dennoch
wurden enorme Unterschiede in der spezifischen Hydrolysierbarkeit, Halbwertzeit sowie Vmax
ermittelt. Die Michaelis-Menten-Konstante ist daher nur bedingt geeignet, die ermittelten
Unterschiede der Hydrolysierbarkeit in Humanplasma zu beschreiben.

Tab. 19: Kinetische Parameter nach Michaelis-Menten von Carbonsaureestern bei der
enzymatischen Hydrolyse in Humanplasma

Substanz So [mmol /L]l Ky, [mol /L] Vmax [mol /min * g Protein] ~ Viax / Km [min * g Protein /L]
Ethylpropionat 025-250 879.10%+1,84.10" 337107 £0,34.10" 3,84.107
Ethylvalerat 025-250  444.10%+1,3310" 519107 +0,48.10" 1,710
Ethylisovalerat 025-250 20010%+0,71-10"  7,3210°+0,93.10° 3,6510™
Ethylheptanoat 025-250 1,07.10°+0,19-10° 1,820 £0,11-10" 1,71.107
Ethylundecanoat 025-250 520.10°+31810"  3,13.10%+1,11.10® 6,01.10°
Ethylmyristat 025-250 24810°+08310° 698107 +2,69.10° 2,81-10°
Ethyltiglat 025-250 784107 +1,5810"  3,2310°+0,30.10° 412107
Ethylphenylacetat 025-250 59510°+0,8310°  1,55.10°+0,21-10° 2,60-107
Benzyltiglat) 025-250 91910°+35410°  6,6410" +2,32.10" 7,23.10°
Benzylphenylacetat 025-250  1,0010°+0,27-10°  7,0710°+0,59-10° 7,09-10°
Benzylsalicylat 025-250 217.10°+0,6310°  1,2610" +0,34-10" 5,82:10°
Ethylcinnamat 025-250 1,04.10%+04510"  1,04.10%+0,07.10® 1,00-10”
Methyloctanoat 025-250 30510°+0,54-10°  3,13.10" +0,44-10" 1,03.10”
Isoamylbutyrat 025-250 g28.10%+23010"  6,96.10°+0,84.10° 8,40-10°
Phenylacetat 025-4,00 283.10°+0,78-10°  1,66-10° +0,35.10™ 5,86-10"

Um einen Uberblick tber die chemische Struktur und daraus resultierende hydrolytische
Eigenschaften zu gewinnen, wurden die untersuchten Ester wurden in drei Kategorien
eingeteilt. Die Einteilung erfolgt in Anlehnung an die von Longland etal. (1977) und
Grundschober (1977) aus in vitro Experimenten postulierten Kategorien in Abhangigkeit von der
Halbwertzeit. Zum Vergleich wurde die Halbwertzeit bei So = 0,25 mM ausgewahlt, da diese
geringe Konzentration am ehesten der durch orale Aufnahme im Koérper maximal erzielten
Konzentration entspricht. Zusatzlich wurde der unabhangige Parameter V,,/K., unter folgenden
Konventionen berlcksichtigt:

) schnelle Hydrolysierbarkeit: t12 <10 min,
Vmax/Km > 1-10° min-g Protein /L

o mafige Hydrolysierbarkeit: 10 min <ty <45 min,
1107 < Viax/Kim < 2-10™ min -g Protein /L

. langsame Hydrolysierbarkeit: t12 > 45 min;
Vimax/Km < 2-10 min -g Protein /L.

Die entsprechende Zusammenfassung zeigt Abb. 81:
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Die Kategorie ,schnell hydrolysierbar® ist ohne die Festlegung der angegebenen Grenzen
unspezifisch (Child et al., 1971, Ghittori et al., 1984). Die Studie von Longland et al. (1977)
zeigt, dass die Esteraseaktivitdt in unterschiedlichen Geweben nicht zu einer konsistenten
Einteilung flihren kann. Ethylpelargonat wurde mit der Halbwertzeit 5,92 min in klnstlicher
Pankreasflissigkeit als schnell hydrolysierbar eingestuft. Die korrespondierende
Hydrolyseaktivitdt von 7,14 uM /min ist dagegen nur gering. Die Interpretation der Ergebnisse
kann demzufolge nur einer Gesamtheit erfolgen. Als Ursache fir die von Longland et al. (1977)
publizierten widersprichlichen Ergebnisse werden verschiedene Substratanfangskonzentration
im Hydrolyseansatzes angenommen.

Fiar Phenylacetat und Ethylphenylacetat konnte gezeigt werden, dass aromatische Ringe ohne
Verzweigungen weder im Acyl- noch im Alkylrest einen hemmenden Einfluss auf die Hydrolyse-
geschwindigkeit ausiiben. Phenylacetat und Ethylphenylacetat wurden in Humanplasma schnell
hydrolysiert, denn neben den im Plasma befindlichen Carboxylesterasen (EC-Nr. 3.1.1.1)
hydrolysieren zusatzlich Arylesterase (EC-Nr. 3.1.1.7) diese Ester.

Befinden sich trans-Doppelbindungen im  Molekillverband, verlangsamt sich die
Hydrolysegeschwindigkeit drastisch. Fur Ethyltiglat (frans-2,3-Dimethylacrylsdureethylester)
konnte gezeigt werden, dass sich die Halbwertzeit im Vergleich zu Substanzen ohne derartige
Strukturelemente wie Ethylvalerat (3-Methylbutansaureethylester) mindestens verdoppelt.

Unverzeigte Acylketten mit mehr als sieben Kohlenstoffatomen sind Indikatoren fir eine
langsame Hydrolyse. Ab Ethylheptanoat wurde mit Ethylundecanoat und Ethylmyristat ein steter
Abfall der spezifischen Hydrolyseaktivitit gemessen. Ester mit stark hydrophoben
Eigenschaften sind nur bedingt oder minimal im Wassrigen |[0slich (Tab. 10). Im
Zusammenhang mit einer geringen Hydrolysierbarkeit in Verbindung ergibt sich eine langere
Verweildauer im Korper. Diese kann aus der Eliminationhalbwertzeit abgeschatzt werden.

Es ist davon auszugehen, dass die Elimination einer Substanz nach 4 bis 5 Halbwertzeiten
weitestgehend abgeschlossen ist (Forth & Henschler, 1992). Daraus resultiert insbesondere fur
die Ester Ethylheptanoat, -undecanaot und —myristat, Ethylsalicylat und —cinnamat sowie Ethyl-
und Benzyltiglat eine langere Verweildauer im Korper, die mehrere Stunden betragen kann.

Fettsaureethylester mit langkettigen Acylresten zirkulieren im Blutkreislauf und sind dabei an
Phospholipide (LDL), Triglyceride, Cholesterinester und in geringem Male an Albumin
gebunden (Doyle et al., 1994; Laposata et al., 1995; Szczepiorkowski eta ., 1995; Teruya et al.,
1995). Die Ester werden im Fettgewebe gespeichert und daraus sukzessive freigesetzt. Dabei
wurden Halbwertzeiten von 16 + 1,6 Stunden gemessen (Laposata et al., 1989).

Benzylsalicylat besitzt neben aromatischen Ringen im Acyl- und Alkylrest eine Hydroxygruppe
in der Nahe der Carbonylgruppe. Die dadurch hervorgerufene Polaritat der funktionellen Gruppe
setzt die Hydrolysierbarkeit durch Lipasen deutlich herab. Dieser Einfluss wurde wiederum
verstarkt in benachbarten Regionen der Carbonylfunktion beobachtet. Das zusatzliche
Sauerstoffatom erhoéht die Elektophilie der Carbonylgruppe, die Polaritdt des Molekuls wird
verstarkt, dadurch die Hydratation begiinstigt und die Substratbindungswahrscheinlichkeit am
hydrophoben reaktiven Zentrum herabgesetzt.

Carbonsaureester mit kurzen aliphatischen Ketten (Kohlenstoffketten mit weniger als sieben C-
Atomen) mit und ohne Verzweigungen wurden schnell hydrolysiert. Das Optimum der
spezifischen Hydrolyseaktivitdt lag bei der Acylkettenlange von finf Kohlenstoffatomen
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(Ethylvalerat). In Humanplasma wurde Ethylvalerat neben der Referenzsubstanz Phenylacetat
am schnellsten umgesetzt.

Der Einfluss von Verzweigungen im Molekul wird bestimmt durch deren Abstand zur
Carbonylgruppe. Die Verzweigung im Alkylrest von Isoamylbutyrat ist weiter von der
Carbonylgruppe entfernt als die Isovalerat-Funktion des langsamer hydrolysierten
Ethylisovalerats. Darlber hinaus befindet sich die verzweigte Acylfunktion auf der
carbonylfunktion-abgewandten Seite und hat damit einen geringeren Einfluss auf den Angriff
des reaktiven Enzymzentrums.

6.4.5 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Die esterasekatalysierte Hydrolyse in Humanplasma wird bei der Bildung des tetrahedralen
Intermediats des Ubergangszustandes von sterischen Effekten beeinflusst. Fiir die Struktur-
merkmale der untersuchten Carbonsaureester lassen sich zusammenfassend allgemein gtiltige
EinflussgrofRen auf die Geschwindigkeit der Umsetzung in Humanplasma ableiten:

. Kettenlénge:

Die Verlangerung des Acylrestes um ein oder zwei Methylengruppen flhrte zu einem
signifikanten Abfall der Hydrolysegeschwindigkeit. Dieser Trend setzte sich mit
zunehmender Kettenlange nicht fort. Ab einer Acylkettenlange von mehr als sieben
Kohlenstoffatomen wurde die enzymatische Umsatzrate primar von der steigenden
Hydrophobizitdt und damit verringerten Substratverfiigbarkeit am reaktiven Zentrum
behindert. Eine maximale Hydrolysierbarkeit von Ethylestern wurde bei einer
Acylkettenlange von flinf Kohlenstoffatomen ermittelt.

Die Kettenlénge des Alkylrestes beeinflusst die Michaelis-Menten-Konstante.
Carbonsaureester mit kurzkettigen Alkylresten (C, <6) besalen im Vergleich zu
langerkettigen einen hoéheren Kq-Wert. Eine Veranderung der Kettenldnge mit
kurzkettigem Alkylrest bewirkte eine signifikante Anderung der Initialgeschwindigkeit, da
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Sy2-Mechanismus, Bildung und Zerfall
des tetrahedralen Intermediats, besonders durch dessen Struktur beeinflusst wird.

Die Kettenldnge des Acylrestes beeinflusst die Maximalgeschwindigkeit.

Nach einem mit zunehmender Acylkettenlange verzeichneten Anstieg wurden die
Maximalwerte flr V. bei Acylkettenlangen von C4 (Methylbutyrat, aus Arndt & Krisch
1973) und Cs (Ethylvalerat) ermittelt. Die weitere Verlangerung der Acylkettenlange ging
mit einem Abfall von V.« einher.

o Verzweigungen wie iso-, sec- oder tert-Funktionen:

Die Verzeigungen bei kurzkettigen Acylresten (Anzahl der Kohlenstoffatome < 6) bewirk-
ten keine signifikante Veranderung der Hydrophobizitat. Sie wirkten sich besonders
sterisch hemmend auf die Hydrolysierbarkeit aus, wenn diese sich in der Nahe des sp*
hybridisierten Carbonylsauerstoffatoms befanden.
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Dieser Effekt wurde vornehmlich bei volumindsen Substituenten in o—Position
beobachtet, die durch die Abschirmung des reaktiven Zentrums eine Verringerung der
Geschwindigkeitskonstante hervorrufen. Die intermolekulare Beweglichkeit der
reagierenden funktionellen Gruppen ist herabgesetzt und fiihrt zu Spannungen bei der
Bildung des Ubergangszustandes. Die Einflihrung von Verzweigungen in Estermolekiile
wird als Indikator flir eine erhdhte Toxizitat beschrieben.

aromatische Ringe:

Die Einfihrung eines aromatischen Rings in Estermolekile mit kurzkettigen
Substitutenten ohne Verzweigungen im Molekil beeintrachtigte die Hydrolysierbarkeit
nicht. Arylester wurden rasch durch im Plasma befindliche Arylesterase umgesetzt und
daher im Vergleich zu Estern mit kurzen Acyl- und Alkylresten vergleichsweise schnell
abgebaut. Dieser Effekt Uberwog deutlich die hervorgerufene Steigerung der
Hydrophobizitat durch aromatische Substituenten gegenliber kurzkettig verzweigten
oder kurzkettig unverzweigten Substituenten.

aromatische Ringe mit polaren Gruppen wie 2-Hydroxy-Gruppen:

Polare Gruppen setzten die Carbonylaktivitdt der funktionellen Gruppe herab. Die
erhdhte Polaritdt der Carbonylgruppe beginstigte eine verstarkte Ausbildung einer
Solvathille, wodurch der Substratangriff allgemein erschwert wird. Auch dieser Einfluss
war besonders stark ausgepragt in der Nahe des sp>hybridisierten Carbonylsauerstoff-
atoms. Weiterhin setzten Sauerstoffatome im Substratmolekidl durch Erhéhung der
Polaritat des Substrates die Hydrolyseaktivitat von Lipasen herab.

trans-Doppelbindungen:

trans-2- oder trans-3-Doppelbindungen im Acylrest des Esters verringerten die
Hydrolyserate des Substrats signifikant. Sie bewirkten eine volumindsere Ausdehnung
des Molekilrests und verringerten dadurch die Bindungsbereitschaft bei der Bildung des
Ubergangszustandes. Zuséatzlich wurde eine erhdéhte Hydrophobizitat hervorgerufen.
Diese verringerte die im Wassrigen geloste Substratkonzentration.

identische Summenformel und unterschiedliche chemische Struktur:

Die untersuchten Ester unterschieden sich in ihrer Hydrophobizitdt nicht. Die
unterschiedlichen polaren Eigenschaften von Acyl- und Alkylrest hoben sich gegenseitig
auf. Die Verzweigung bei Isoamylbutyrat befand sich in Cz-Position des Alkylrestes und
damit an der carbonylfunktion-abgewandten Seite. Eine Verringerung der
Hydrolysierbarkeit wurde daher nicht festgestellt. Der gleichzeitig kurzkettige und
unverzweigte Acylrest (C,) rief eine gegenlber den Vergleichssubstanzen (C; und Cg)
erhéhte Abbaurate hervor.
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6.4.6 Bewertung der Hydrolyseergebnisse

Zunachst ist nach der oralen Aufnahme der Ester in den Organismus im Magen mit einer
langsamen Hydrolyse zu rechnen. Eine teilweise Resorption der unveranderten Ester im
Magen-Darm-Trakt kann somit nicht ausgeschlossen werden. Nach dem Durchtritt der
unhydrolysierten Ester durch die Magenschleimhaut gelangen diese ins Blut. Die aus Abb. 81
abgeleiteten Aussagen in Bezug auf Struktur und Hydrolyseeigenschaften ergeben ein
uneinheitliches Bild. In jeder Gruppe befinden sich Substanzen mit und/oder ohne
Verzweigungen, aromatischen Ringen sowie Doppelbindungen im Acyl- oder Alkylrest. Die
unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften zeigen, dass grundsatzlich eine schnelle
Hydrolyse von Carbonsaureestern in Blutplasma des Menschen nicht unterstellt werden kann.
Mit der Mdglichkeit einer langsamen Hydrolyse muss gerechnet werden, wenn Substanzen mit
volumindsen Substituenten in der Ndhe des sp?-hybridisierten Carbonylsauerstoffatoms (a—
Position) auftreten. Dazu zahlen insbesondere Acylkettenlangen > 4 Kohlenstoffatome, iso-,
sec- oder tert-Funktionen, aromatische Ringe mit polaren Gruppen wie 2-Hydroxy-Gruppen und
trans-Doppelbindungen.

Ratte und Mensch zeigen in der Aktivitdt der fremdstoffmetabolisierenden Enzyme qualitative
und quantitative Unterschiede. Daraus resultieren verschiedene Konzentrationen am Zielorgan
und Unterschiede in der Empfindlichkeit bei gleicher Dosis. So wurde eine schnelle Hydrolyse
von Tiglatestern in Rattenplasma nachgewiesen. Dagegen erfolgte die Hydrolyse in
Humanplasma langsam. Die Extrapolation von Ergebnissen von der Ratte auf den Menschen in
Bezug auf Blutplasma ist insoweit moglich, als dass aufgrund der verschiedenen Enzymkons-
titution bei der Ratte grundsatzlich mit einer schnelleren Hydrolyse von Carbonsaureestern zu
rechnen ist. Die am schnellsten ablaufende Hydrolyse in Rattenleberhomogenat lasst den
Schluss zu, dass auch beim Menschen unhydrolysierter Ester Gber die Blutbahn in die Leber
gelangt und dort rasch abgebaut wird. Somit kann die toxikologische Bewertung der
Substanzklasse Carbonsédureester auch anhand ihrer Hydrolyseprodukte vorgenommen
werden. Voraussetzung dafir ist, dass die gebildeten Alkohole und Carbonsauren toxikologisch
unproblematisch sind.

Fur die allgemeine Bewertung muss berlcksichtigt werden, dass es sich um Ergebnisse aus in
vitro Experimenten handelt. Die verlassliche Extrapolation auf in vivo Bedingungen ist
schwierig, da sich komplexe EinflussgréRen nur schwer quantitativ verallgemeinern lassen.
Gallaher & Loomis (1975) zeigten mit Rattenvollblut eine um den Faktor 7 - 13 erhoéhte
Umsatzrate unter in vivo Bedingungen im Vergleich zum in vitro Experiment. Hungund et al.
(1995) konnten eine um 25 % erhdhte in vivo — Hydrolysegeschwindigkeit von Ethyllineoat in
Rattenplasma nachweisen. Diverse Studien wiesen dagegen auf einen gegenteiligen Effekt hin,
wonach Enzyme unter physiologischen Bedingungen nur mit einem Bruchteil ihrer
Maximalgeschwindigkeit arbeiten (Gallaher, 1975: Faktor 10; Hungund, 1995: Faktor 2,7;
Saghir et al., 1999: Faktor 3,8). Daher wurden fir unsere Studie optimierte Bedingungen
gewahlt, die eine mdglichst enge Annadherung an die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
erlauben. Dennoch ist davon auszugehen, dass enzymkatalysierte Reaktionen unter
vergleichbaren Bedingungen in vivo um ein Vielfaches schneller ablaufen.
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6.5 Fehlerbetrachtung

Die Fehlerbetrachtung beinhaltet die Abschatzung der Fehler einzelner Messmethoden. Es
erfolgt die quantitative Abschatzung der Einflussfaktoren auf die Messergebnisse der
Hydrolyseexperimente.

) Naturliche Schwankung des biologischen Materials

Die Konstitution des biologischen Materials wird als Hauptursache fur die Schwankung der
pharmakokinetischen Parameter aus Anhang IV angesehen. Die relative Wiederholprazision
(4fach wiederholtes Durchfiihren eines Hydrolyseexperiments) betrug ca. 10 %.

o Temperatur
Enzymkatalysierte Reaktionen sind empfindlich gegeniber Temperaturdnderungen. Im

Temperaturbereich von 25 bis 37 °C wird bei einer Temperaturanderung um 1 K eine Aktivitats-
anderung um bis zu 10 % erwartet. Der Temperaturkoeffizient der Reaktionsgeschwindigkeit
betragt 10 % je Grad, das heildt: bei einer um 10°C erhéhten Reaktionstemperatur misst man
die Aktivitdt um 100 % zu hoch (Arrhenius-Gleichung). Die Messunsicherheit des Thermostaten
des verwendeten Schittelwasserbades wurde mit + 0,2 °C angegeben.

. pH-Wert
Enzyme besitzen einen engen optimalen pH-Wert-Bereich (Drauz & Waldmann, 1995). Die
Geréatetoleranz des pH-Meters betrug + 0,05 pH-Einheiten.

o Substratanfangskonzentration

Essentiell fur eine reproduzierbare Initialgeschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse ist die
verlassliche Substratdotierung. Das Substrat wurde in 1,4-Dioxan gelést und mittels Mikroliter-
spritze dotiert. Die Spritze besal} ein Gesamtvolumen von 10 pL und eine Skalierung von 0,1 pl.
Der absolute Fehler wurde mit 0,05 uL geschatzt. Der daraus resultierende Fehler fur Sy betragt
bei der Substratstammlésung mit hochster Konzentration (3,00 mol/L) maximal 0,15 pmol.
Damit 1asst sich bei einem Hydrolysevolumen von 3,00 ml eine maximale Schwankung fur S,
von + 0,05 mM ableiten.

. Reproduzierbarkeit der angewendeten Prifmittel
Die Geratetoleranzen betragen fur:

Kolbenhubpipetten: + 1 Vol% (relativer Fehler)
Analysenwaage: +0,00001 g
Laborwaage: +0,1g

o Fehler erster Art

Der Fehler erster Art ist ein Ausdruck der Genauigkeit der ermittelten Hydrolyseparameter.
Dazu wurden Standardabweichungen ermittelt und die Ergebnisse in Form eines
Vertrauensintervalls fir n =4 angegeben. Die berechneten Vertrauensintervalle sind in der
Zusammenstellung aller Messwerte in Anhang Il und IV angegeben als Mittelwert =+
Standardabeichung.
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o Fehler zweiter Art

Bei der Berechnung von Michaelis-Menten-Parametern aus der grafischen Darstellung nach
Lineweaver-Burk besitzen nicht alle Messpunkte das gleiche Gewicht und kénnen sich
hinsichtlich ihrer Prazision unterscheiden. Diese Diskrepanz resultiert aus der Verzerrung der
Messwertverteilung nach der reziproken Umformung. Insbesondere Initialgeschwindigkeiten,
die bei geringer Substratkonzentration (S = 0,25 mM) ermittelt wurden, unterliegen diesem
Einfluss. Weicht ein Messpunkt signifikant von der Regressionsgeraden ab, so wurde dieser,
nach Festlegung entsprechender Ausschlusskriterien, bei der Auswertung nicht bertcksichtigt.

) Messunsicherheit der gaschromatographischen Analyse mit internem Standard

Der relative Fehler der Systemprazision (6fach Injizieren derselben Probe) betrug der relative
Fehler bezogen auf die berechnete Konzentration maximal 0,5 %. Die Wiederfindungsraten der
einzelnen Analyten wurden im Bereich 90,8 -113,5% berechnet (Tab.33). Eine
Ergebniskorrektur unter Beriicksichtigung der Wiederfindung wurde daher nicht durchgefiihrt.
Der relative Fehler der Analyse wurde mit 5 % abgeschatzt.
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7 Ausblick

Die Ergebnisse unserer Hydrolyseuntersuchungen haben gezeigt, dass in Humanplasma ein
sehr heterogenes Hydrolyseverhalten gegeniiber Carbonsaureestern vorherrscht. Insgesamt
ergaben sich uneinheitliche Ergebnisse in Bezug auf Struktur und Hydrolyseeigenschaften, da
sich in jeder Hydrolyseklasse Molekiile mit Verzweigungen und /oder aromatischen Ringen im
Molekil befanden. Zusatzlich wurde die Ableitung verallgemeinerbarer Aussagen durch
individuelle und multiple Einflisse der biologischen Medien erschwert, was insbesondere durch
hohe Schwankungsbreiten der Messergebnisse zum Ausdruck kam.

Als Folge der zunehmenden Bedeutung von Hydrolysestudien fiir die toxikologische Bewertung
ahnlicher Substanzklassen erscheint es daher sinnvoll, eine Ableitung von Aussagen mit Hilfe
von mathematischen Modellen vorzunehmen. Eine Fragestellung ware daher, inwieweit sich
aus Substituentenkonstanten nach Hammett oder Taft Hydrolyseparameter aus reaktions-
kinetischer Sicht theoretisch, ohne den Einfluss einer analytischen Messunsicherheit, ableiten
lassen. Die in dieser Arbeit durchgeflihnrten Experimente kénnen dabei als Grundlage fir
weitergehende mathematische Beschreibungen dienen.

Zukunftig sollte das Ziel verfolgt werden, aus der Molekulstruktur verschiedene mathematische
Modelle fir Struktur-Wirkungsbeziehungen abzuleiten. Mit einer solchen Herangehensweise
kénnte man ohne die Verwendung von biologischem Material auskommen; ein Ziel, welches
aus ethischen Gesichtspunkten (Vermeidung von Tierversuchen) heraus verfolgt werden sollte.
Hierdurch sollte es mdglich sein, ohne den Verbrauch von biologischem Material, schnell zu
Aussagen Uber die Hydrolysierbarkeit zu gelangen.

Bei oraler Aufnahme von Estern ist mit einer Resorption von unhydrolysiertem Ester aufgrund
der langsamen Hydrolysierbarkeit vor allem im Magen zu rechnen. Aus toxikologischer Sicht ist
die Untersuchung der Resorption von sehr langsam hydrolysierbaren Estern wie Ethyl- und
Benzyltiglat, Ethylundecanoat und -myristat oder Ethylsalicylat und -cinnamat von besonderer
Bedeutung. Hydrolyseuntersuchungen sollten mit Leberhomogenat vorgenommen werden, da
die Leber den gréfliten Beitrag zum Metabolismus leistet.

Eine Differenzierung der Affinitat einzelner Hydrolasen ist in unserer Studie nicht erfolgt, da die
spezifische Interpretation der Enzym-Substrat-Affinitat das Isolieren und Aufreinigen der
charakteristischen Hydrolasen voraussetzt.

Mensch und Ratte unterscheiden sich in ihrer Esterasekonstitution grundlegend. Daraus ergibt
sich die Fragestellung, inwieweit sich Ergebnisse auf weitere Spezies oder Hydrolysemedien
Ubertragen lassen. Die Erweiterung des Untersuchungsspektrums auf in vivo Studien erscheint
grundsatzlich sinnvoll, da nur dadurch die Vorgange des komplexen biologischen
Stoffwechselsystems, insbesondere auch Eliminationsvorgédnge erfasst werden. Auf diesem
Wege koénnte die Extrapolation von in vitro auf in vivo Ergebnisse modelliert werden. In diesem
Zusammenhang sollte der Einfluss des Acylrests auf die Hydrolysegeschwindigkeit in Bezug auf
die Fettsaureethylester-Synthaseaktivitdt in Geweben und Blutplasma diskutiert werden.
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8 Experimenteller Teil

8.1 Allgemeines

Der experimentelle Teil der Studie basiert auf Arbeits- und Prifvorschriften, die im Rahmen der
Akkreditierung des Laborbereiches nach DIN EN 17025 erstellt wurden.

8.2 Gerate

8.2.1 Tierhaltung

Fur die in vitro Versuche wurde Blutplasma von mannlichen Ratten vom Stamm Wistar/Hann
verwendet, deren Aufzucht in der Zentralen Versuchstieranlage des BfR erfolgte. Die
Einstallung am Ort der Plasmagewinnung begann 5 bis 10 Tage vor Versuchsbeginn. Die Tiere
hatten zum Zeitpunkt der Einstallung ein Kérpergewicht von 120 — 250 g. Die Ratten wurden in
einem vollklimatisierten Tierstall, in Makrolonkafigen des Typs Ill auf Weichholzgranulat
(Altromin), bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50-60 %, einer Raumtemperatur von 20-22°C
sowie einem 12 Stunden hell — 12 Stunden dunkel Zyklus gehalten. Die Einstreu wurde zweimal
wochentlich gewechselt. Als Futter diente pelletiertes Standardfutter (Standarddiat Ratten und
Mause, Altromin). Leitungswasser stand ad libitum zur Verfliigung. Durch tagliches Wiegen und
.,Handling“ der Ratten wurden die Tiere an die neue Umgebung gewdhnt. Angaben Uber
Korpergewicht und Verhaltensauffalligkeiten wurden protokollarisch erfasst.

8.2.2 Narkose

Es wurde ein von Goll 1992 entwickeltes, offenes Inhalationssystem mit Tischabzug verwendet,
bei dem die Expirationsluft vom narkotisierten Tier an die Raumluft abgegeben wird. Es besteht
aus:

e der Druckgasflasche mit dem Trigergas Carbogen® GA 219,

e dem Flaschendruckminderer (Pluto® Dragerwerk Liibeck), dessen Durchflussregulierventil
den Carbogen-Fluss zum Narkosemittelverdampfer steuert,

e dem Narkosemittelverdampfer (Enfluran Vapor® 19.3, Dragerwerk AG Libeck), der eine
Anreicherung mit dem Narkosemittel Ethrane® im Tragergas von bis zu 5 Volumenprozent
ermdglicht,

e einer Plexiglasréhre (Innendurchmesser 35 mm, Lange 53 mm), die durch einen Schlauch
mit dem Verdampfer verbunden ist, wodurch das mit Ethrane® angereicherte Carbogen®
zum Kopf des Versuchstieres stromt,

e einem Tischabzug, der Uber einen flexiblen Kunststoffschlauch mit dem Raumabzug
verbunden werden kann, um den Narkosemitteleintrag in den Laborraum weitestgehend zu
unterbinden.
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8.2.3 Gaschromatographie

Es standen zwei GC-Anlagen mit folgenden Konfigurationen zur Verfiigung:

e Gaschromatograph HP 5890A Series, Flammenionisationsdetektor, gesteuert mit der HP
Chemstation Software Rev. A. 05.01

e Gaschromatograph HP 6890 Series, Flammenionisationsdetektor, gesteuert mit der HP
Chemstation Software Rev. A. 05.01

Als Trennsaule wurden folgende Kapillarsaulen verwendet:

e MN permabond® SE-52-DF-0.25 (Macherey & Nagel, 25 m, ID 0,32 mm, Fth 0,25 um — eine
50 m — Saule wurde geteilt; 5 % Diphenyl- 95 % Dimethylpolysiloxan), gekoppelt mit einer
Vorsaule der Fa. Restek, (5 m, ID 0,32 mm) Intermediate Polarity, Deactivated, Cat.# 10044

MN permabond® FFAP-0,25 (Macherey & Nagel, 30 m, ID 0,32 mm, Fth 0,25 uym), FFAP
(Free Fatty Acid Phase) = Polyethoxylierte (Di)-Carbonsauren (stark polar) (Polyethyl-
englycol-2-Nitroterephthalsaureester) Saurekomponenten: Fumarsaure, Bernsteinsaure,
Terephthalsaure

8.2.4 Gerate zur Probenvorbereitung und Analyse

e Fur die Zentrifugation wurde eine Heraeus Megafuge 1.0 (Vertrieb Heraeus Sepatech
GmbH, Osterode, Deutschland) mit max. 6000 U/min (max. RZB-Wert 6240g) verwendet.

e Das thermische Inaktivieren des Humanplasmas erfolgte im Wasserbad auf einem
Heizmagnetriihrer IKAMAG® Typ Ret mit fuzzy mit einem digital zwischen —10 und 400°C
regulierbaren Stabthermometer IKATRON® Typ ETS-D4 (beides IKA® Heiztechnik, Staufen,
Deutschland).

e Hydrolyseproben und Proben flr die Proteinbestimmung wurden im Schittelwasserbad
GFL Typ 1092 (10 bis 250 Bewegungen/min; 2°C Uber Kihlwassertemperatur bis 80°C) der
Firma Gesellschaft fiir Labortechnik mbH (GroRburgwedel, Deutschland) temperiert.

e Zur Messung des pH-Wertes (pH 0 bis 14) wurde das Knick Mikroprozessor-pH-Meter 742
mit pH/Pt Einstabmesskette Typ SE 101 (Knick Elektronische Messgerate GmbH, Berlin,
Deutschland) eingesetzt.

¢ Als Reaktionsgefale dienten verschraubbare Glasvials aus Borosilikat der Marke Pico
Glass Vial™ - 7 ml (Vertrieb Canberra Packard GmbH, Dreieich, Deutschland).

8.2.5 Spektralphotometrie

Fir spektralphotometrische Messungen wurde ein UV/VIS Spektrometer Lambda 2, gesteuert
vom Messprogramm PE Lambda 2 Version 3.7, Messbereich 190 bis 1100 nm (Perkin Elmer
Instruments GmbH, Rodgau-Jiigesheim, Deutschland) sowie Einmalkiivetten Plastibrand®
PMMA 2,5 ml makro (Brand, Cat. No. 759105) verwendet.
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8.2.6 Probenarchivierung

Blutplasma wurde bei —84°C im Tiefkihlschrank Typ IVF 8513 V12 der Firma Revco gelagert
(vgl. Abschnitt 8.4.1 und 8.4.2). Die Archivierung der Proben erfolgte bei —-21°C im
Tiefkiihlschrank des Typs GSN 3336 Premium no frost der Firma Liebherr (Ochsenhausen,
Deutschland).

8.3 Chemikalien und Materialien

Tab. 20: Chemikalien

Substanz CAS-Nummer Spezifikation Vertrieb
Benzylalkohol 100-51-6 99,5+ %, Merck
Benzylphenylacetat 102-16-9 98+ %, Sigma Aldrich
Benzylsalicylat 118-58-1 98+ %, Sigma Aldrich
Benzyltiglat 37526-88-8 98+ %, Sigma Aldrich
Buttersaure 107-92-6 >99 % Merck
Decansaure 334-48-5 > 98 % Merck
1,4-Dioxan 123-91-1 mind. 99,8 % Merck
n-Dodecan 203-967-9 >99 % Sigma Aldrich
Essigsaure 64-19-7 100 % Merck
Ethylacetat 141-78-6 >99,8 % Merck
Ethylcinnamat 103-36-6 > 98 %, Merck
Ethylheptanoat 106-30-9 98+ %, Sigma Aldrich
Ethylisovalerat 108-64-5 > 98 %, Merck
Ethylmyristat 124-06-1 > 98 %, Merck
Ethylphenylacetat 101-97-3 > 98 %, Merck
Ethylpropionat 105-37-3 99 % Sigma Aldrich
Ethylsalicylat 118-61-6 > 98 %, Sigma Aldrich
Ethyltiglat 5837-78-5 98+ %, Sigma Aldrich
Ethylundecanoat 627-90-7 97+ % Sigma Aldrich
Ethylvalerat 539-82-2 > 98 % Merck
Heparin Ammonium Salz 60800-63-7 25000 U Sigma Aldrich
Heptansaure (Onanthséaure) 111-14-8 >99 % Merck
n-Hexadecan 544-76-3 >99 % Sigma Aldrich
n-Hexan 110-54-3 p.A. Merck
Hexanséaure (Capronsaure) 142-62-1 > 98 % Merck
Isoamylbutyrat 106-27-4 >98 % Merck
Isovaleriansaure 503-74-2 >99 % Merck
(3-Methylbutansaure)

Kaliumchlorid 7447-40-7 p. A. Merck
Kaliumdihydrogenphosphat 7778-77-0 p. A. Merck
Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat 6381-59-5 p. A. Merck
Kupfersulfat-Pentahydrat 7778-80-5 p. A. Merck
Laurinsaure 143-07-7 >99 % Merck
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 7487-88-9 > 98 % Merck
4-Methylanisol 104-93-8 >99 % Merck
Methyloctanoat 111-11-5 mind. 99,5 % Merck
Natriumcarbonat, wasserfrei 497-19-8 p.A. Merck
Natriumchlorid 7647-14-5 p.A. Merck
Natriumdihydrogenphosphat * 2 H,0O 13472-35-0 p.A. Merck
Natriumhydrogencarbonat 144-55-8 mind. 99,5 % Merck
di-Natriumhydrogenphosphat * 2 H,O 10028-24-7 p.A. Merck
Natriumsulfat 7757-82-6 p.A. Merck
Octansaure (Caprylsaure) 124-07-2 > 99 % Merck

Pepsin (EC 3.4.23.1) 9001-75-6 1:10.000 Sigma Aldrich
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Fortsetzung Tab. 20

8 Experimenteller Teil

Substanz CAS-Nummer Spezifikation Vertrieb
Phenylacetat 122-79-2 >98 % Merck
3-Phenylacrylséaure (Zimtsaure) 621-82-9 >99 % Merck
Phenylessigsaure 103-82-2 >99 % Sigma
Propionsaure 79-09-4 >99 % Merck
Rinderserumalbumin 9048-46-8 Kristallin, Mr ca. 67000 Serva
(Albumin bovine, RSA)

Salicylsaure 69-72-7 >99 % Merck
Salzsaure, 65% 7697-37-2 >65% Merck
Tiglinsaure 80-59-1 >98 % Sigma Aldrich
(trans-2,3-Dimethylacrylsaure)

Undecansaure 112-37-8 >98 % Merck
Valeriansaure (Pentansaure) 109-52-4 >99 % Merck
Tab. 21: Lésungen

Bezeichnung Herstellung

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz

Vertrieb: Merck-Darmstadt, Art-Nr. 109001

Heparinammoniumsalz-L6sung

25000 Units Heparinammoniumsalz / 10 ml Wasser® (2500 U /ml): Die
Lésung wurde unmittelbar vor der Plasmagewinnung angesetzt, Lagerung
bei Raumtemperatur maximal 3 Stunden.

Kaliumnatriumtartratidsung

2,7 g Kaliumnatriumtartrat-Tetrathydrat /100 ml Wasser®

Krebs-Henseleit-Puffer;
pH-Wert 7,40 + 0,02

Einwaage je Liter Wasser®: Natriumchlorid (6,896 g), Kaliumchlorid

(0,354 g), Magnesiumsulfat-Heptahydrat (0,296 g),
Kaliumdihydrogenphosphat (0,163 g), Natriumhydrogencarbonat (2,100 g),
Lagerung bei 4°C maximal 2 Monate.

Kupfersulfatidsung

1,0 g Kupfersulfat-Pentahydrat /100 ml Wasser®

Kiinstliche Magenflissigkeit®

320 mg Pepsin 1:10.000 (EC 3.4.23.1) bzw. 148,2*10" U /100 ml 0,07N
Salzsaurelosung (pH 1,50 + 0,01; 4°C); Pepsinaktivitat: 1482 U /ml

Natriumcarbonatlésung

2 % Natriumcarbonat, wasserfrei wurden in 0,1 N Natriumhydroxid-Lésung
gelost.

Natriumphosphatpuffer,
0,1M;pH 7,4

Lésung 1: 8,8995 g di-Natriumhydrogenphosphat * 2 H,0O; Lsung 2 :
7,8005 g Natriumdihydrogenphosphat * 2 H,O in jeweils 500 ml Wasser®
gelost.

500 ml Lésung 1 wurden vorgelegt und mit L6sung 2 auf pH 7,40 + 0,02
eingestellt.

Phenolphthalein-Lésung

0,1%ige Losung, Sigma-Aldrich Steinheim, Nr. 105-1

Physiologische Kochsalzl6sung

0,9%ige Natriumchloridlésung

Reagenz A-Lésung

1 ml Kaliumnatriumtartrat-Losung sowie 1 ml Kupfersulfat-ldsung wurden
mit Natriumcarbonatldsung auf 100 ml aufgefiillt.

Salzsaure-Losung,
0,07 N

In einem 1 Liter MaRkolben wurden ca. 500 ml destilliertes Wasser
vorgelegt, mit 5,60 ml konzentrierter Salzsaure versetzt, aufgefillt und auf
pH 1,20 £ 0,01 eingestellt.

Salzsaure-Losung,
1N

Titrisol® - Ampulle, Vertrieb: Merck-Darmstadt, Art-Nr. 109970

5 Wasser bideionisiert und membranfiltriert

6 Bergmeyer, 1970; Castle, 1993; Cooper, 1995; Deutsche Norm DIN EN 71.3, 1994; Documenta Geigy, 1975; European
Commission, 2002; Longland, 1977; Pschyrembel, 2000; Schafer & Marquard, 2004
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Tab. 22: Verbrauchsmaterial

Produkt Spezifikation / Vertrieb

Auslaufkanilen Einmalkandilen, Luer-Konus 0,65 /32, Henke Sass Wolf GmbH

Carbogen® GA 219 95 % Oy; 5 % CO,, Linde AG, Hdllriegelskreuth

Ethrane® Abbott GmbH, Wiesbaden, Wirkstoff Enfluran [2(Chlor)-1,1,2-trifluorethyl-

difluormethylether-Losung]

Extrelut® Fillmaterial, 1 kg

Merck, Darmstadt; Artikelnummer 15 093

Extrelut® NT 3, Glas-Fertigsaulen

Merck, Darmstadt; Artikelnummer 15 095

Rattenleberhomogenat
(S9-Praparation)

RCC - Cytotest Cell Research GmbH, RoRdorf, Deutschland

Rundfilter Schleicher & Schuell, D-37582 Dassel 589/1, black ribbon, aschefrei,
@ 15 mm; Ref.No. 10300030

Vacutainer Zentrifugenréhrchen
Natriumheparinat, 7 ml

Brand Meylan e sterile GefaRe, B.P.37 Frankreich

8.4 Prifvorschriften

8.4.1 Gewinnung von Rattenplasma

Fir einen Plasmapool wurden 3 — 23 mannliche Tiere verwendet. Die Blutenthahme wurde von
einer Medizinisch Technischen Assistentin des BfR ausgeflihrt. Die Tiere wurden einzeln mit
Ethrane® in der unter Abschnitt 8.2.2 beschriebenen Apparatur (2 min 5 Vol%, danach 2 min
2,5 Vol% Ethrane® im Tragergas Carbogen®) narkotisiert. Die Blutentnahme erfolgte durch
Punktion der Herzkammer. Als Antikoagulans wurde eine Heparinammoniumsalzlésung
(2500 U/ml dest. Wasser) verwendet. In Abhangigkeit vom Koérpergewicht der Tiere wurden je
Punktion bis zu 4 ml Blut (<350 g) bzw. bis zu 6 ml (> 350g) entnommen. Um die Soll-
Antikoagulanskonzentration im Blut von 75 U/ml (Peter, 1977) einzustellen, wurden in der
Spritze 30 yl Heparinammoniumsalzlésung/ ml Blut vorgelegt. Das Blut wurde in
Zentrifugenréhrchen dberfuhrt, ca. 10 min im Kdhlschrank (4 °C) gelagert und im Anschluss
10 min mit 2000 U/min (693g) bei 4 °C zentrifugiert. Das Plasma wurde als Uberstand
abpipettiert, danach zu einem Pool vereinigt und portioniert a 6 ml bei -85°C gelagert (vgl.
Abschnitt 8.2.6).

8.4.2 Gewinnung von Humanplasma

o Probanden

Fir die Blutspenden stellten sich auf freiwilliger Basis jeweils 10 bis 16 mannliche Mitarbeiter
des BfR zur Verfigung. Die Blutentnahme erfolgte durch Mitarbeiter des Betriebsarztlichen
Dienstes des BfR Standort Dahlem.

o Blutentnahme

Die allgemein Ublichen Regeln zur Blutentnahme aus Rick (1977) wurden beachtet. Danach
erfolgte die Blutenthahme morgens am nlchternen, liegenden Patienten. Jedem Probanden
wurden ca. 70 ml Blut aus der Ellenbogenvene entnommen. Das vendse Blut wurde in einem
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10-ml-Natriumheparinat-immobilisiertem  Vacutainer®-Zetrifugenréhrchen  aufgefangen. Die
Roéhrchen wurden in Eiswasser und bei ca. 4°C im Kihlschrank rasch abgekihlt und unter
diesen Bedingungen ca. 10 min gelagert.

. Aufarbeitung
Zur Aufarbeitung erfolgte der rasche Transport unter Eiskihlung in die Laborrdume. Dort wurde

das Blut 10 min mit 2000 U /min (693 g) bei 4°C zentrifugiert. Das Plasma wurde als Uberstand
abpipettiert, danach zu einem Pool vereinigt, portioniert a 6 ml und tiefgekihlt bei —85°C
gelagert.

8.4.3 Zum Umgang mit Blutplasma

o Mindesthaltbarkeit

Die Aufbewahrungszeit von Plasma wird durch die Lagerbedingungen bestimmt. Sie umfasst
einen Zeitraum, in dem keine wesentlichen Veranderungen in der Plasmazusammensetzung zu
erwarten sind und somit die Aktivitdt von Enzymen als weitestgehend konstant angesehen
werden kann. Folgende Bedingungen wurden determiniert (Englhardt, 1974):

. Lagerung bei 4 £ 2°C: maximal 24 Stunden
o Lagerung bei —21 + 2°C: maximal 6 Monate
o Lagerung bei —80 + 2°C: maximal 12 Monate.

Grolere Temperaturschwankungen, die an Kihlgeraten kurzzeitig (< 2 Stunden) auftraten,
beeinflussten die Hydrolyseaktivitat von Plasma in einem nicht messbaren Ausmaf} und wurden
daher vernachlassigt. Grundsatzlich wurde vor Versuchsbeginn anhand eines Standards (Ester
mit schneller Hydrolysierbarkeit, hier Phenylacetat) die Hydrolyseaktivitat Gberprift. Plasma,
das die oben genannte Lagerdauer Uberschritten hat, wurde nicht mehr zur Bestimmung von
Enzymaktivitaten eingesetzt.

o Auftauen

Um das Problem von Denaturierungseffekten zu minimieren, die mit dem Aussalzen von
Proteinen einhergehen, erfolgte das Auftauen entsprechend den Empfehlungen der Biochrom
AG (Biochrom, 2001). Zuerst wurde die entsprechende Plasma-Menge fur ca. 10 min bei
Raumtemperatur vorgewarmt, bis sich ein Flissigkeitsfilm zwischen Gefall und Eis gebildet
hatte. Danach wurde das Gefall in einem Schittelwasserbad bei 37°C 1 min lang inkubiert.
AnschlieRend wurde das Gefal per Hand durch langsames Drehen bewegt. Eine mechanische
Beanspruchung des Blutplasmas durch Schitteln wurde vermieden, um Denaturierungseffekte
zu vermeiden. Diese werden durch Schaumbildung angezeigt. Das Plasma wurde unverziglich
nach dem Schmelzen der letzten Eiskristalle im Kihlschrank bei ca. 4°C oder am Arbeitsplatz
im Eiswasserbad aufbewahrt.

) Verdiinnen
Blutplasma wurde mit Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4) verdinnt.
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o Hitzeinaktivierung

Basierend auf einer von Lindl 1994 publizierten Methode wurde auf dem Heizmagnetruhrer in
einem Becherglas deionisiertes Wasser auf 56 = 2°C erhitzt. Die Konstanz der Temperatur
wurde durch ein Stabthermometer geregelt. Nach Erreichen der Soll-Temperatur wurde das mit
ca. 6 ml Plasma gefiillte Gefal} tiber einen Zeitraum von 40 min £+ 2 min inkubiert.

o Kontrolle der Vollstdndigkeit der Inaktivierung

Mit dem hitzeinaktivierten Blutplasma wurden drei Hydrolyseexperimente analog Abschnitt 8.4.4
durchgefiihrt. Die mittlere spezifische Enzymaktivitat wurde mit dem Wert flr nicht inaktiviertes
Plasma verglichen (Vertrauensbereiche diirfen sich nicht tangieren).

8.4.4 Allgemeine Durchfiihrung eines Hydrolyseexperimentes

o Vorversuch
Vor der Durchfihrung des Hauptversuchs wurden folgende Parameter ermittelt:

- Zeitpunkte der Probenahmen (schnellstméglich, da bei langer Inkubation des Plasmas bei
37°C Denaturierungseffekte auftreten)

- Wiederfindungsrate des Analyten (Tab. 33) sowie

- Proteingehalt des biologischen Materials (Abschnitt Tab. 11 und Tab. 12), wird bei der
Ergebnisangabe von spezifischen Aktivitdtsparametern bertcksichtigt.

. Hauptversuch

Das Reaktionsgefal® war zu ca. 90 Vol% mit Hydrolysenldsung gefullt, um Verdunstungseffekte
bei leichtflichtigen Estern zu vermeiden. Folgende Volumina an Hydrolysenldsung wurden als
geeignete Volumina als Vorlage fir Hydrolysenexperimente ermittelt:

Bei Hydrolysen mit:

- unverdunntem Humanplasma,

- hitzeinaktiviertem Humanplasma oder

- unverdinntem Rattenplasma wurden 3000 ul und bei Experimenten mit

- Krebs-Henseleit-Puffer,

- kiinstlicher Magenflussigkeit,

- verdiinntem Human- und Rattenplasma oder

- verdinntem Rattenleberhomogenat wurden 6000 pl Hydrolysenlésung im Reaktionsgefald
vorgelegt.

Im Schittelwasserbad wurde die Hydrolysenlésung auf 37,0 £ 0,2°C bei ca. 120 U/min
temperiert. Nach 5,0 + 0,2 min wurde die Substratldésung in die Hydrolysenldsung mittels
Mikroliterspritze injiziert (Reaktionsstart = ty). In Tab. 23 werden mdgliche Parameter flir einen
Hydrolysenansatz vorgeschlagen.
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Tab. 23: Substratzusatz fur den Hydrolyseansatz

Substratanfangskonzentration der Hydrolysenlésung S, [mmol /L]

Volumen der 025 o050 Jo7s [100 [125 [175 [200 [250 [300 [4,00
Hydrolysenldsung

Zu injizierendes Volumen der Substratstammldsung in die Hydrolysenlsung [pl]
3000 pl 2,0, 4,0, 3,05 4,05 5,0, 3,5¢ - 5,0, -
6000 pl 4,0, 4,0, 6,0, 8,0 5,0¢ 7,0¢ 8,0. 5,04 6,04 8,04

Konzentration der Substratstammldsung geldst in 1,4-Dioxan: c,: 0,375 mol /L; ¢,: 0,75 mol /L; c.: 1,50 mol /L; cq4: 3,00 mol /L

Nach der Substratzugabe (Reaktionsstart to) wurde das Reaktionsgefall ca. 10 Sekunden leicht
per Hand hin und her geschwenkt, um eine gleichmaRige Verteilung des Substrats im
Hydrolysemedium zu gewahrleisten. Das Reaktionsgefa® wurde anschlieBend in das
Schittelwasserbad zurtickgegeben und nur kurz zur Probeentnahme (t; bis ts) entnommen.

8.4.5 Probenahme

Die Probenahme erfolgte nach definierten Zeitabstanden. Die Zeitpunkte der Probenahme
richteten sich grundsatzlich nach der Hydrolysegeschwindigkeit des Esters, da die
Konzentration der Hydrolyseprodukte zum Zeitpunkt t; Uber der Bestimmungsgrenze des
Analyten liegen musste. Die gesamte Reaktionszeit sollte so kurz wie moglich sein, da langes
Inkubieren von Plasma bei 37°C zu Denaturierungseffekten fuhrt. In Tab. 24 werden geeignete
Entnahmezeitpunkte aufgefihrt:

Tab. 24: Zeitpunkte der Probenahme nach Reaktionsstart

Zeitpunkt der Probenahme t; t ) ts t ts

Schnell hydrolysierte Ester (ti, <5 min) 0,5 1 2 3 4

5 min <ty <20 min 2 4 6 8 10
3 6 9 12 15
4 8 12 16 20

Langsam hydrolysierte Ester (t1, > 20 min) 5 10 15 20 25
10 20 30 40 50
20 40 60 80 100

8.4.6 Probenaufarbeitung zur Analyse von Carbonsaureestern

Die Extraktion von Carbonsaureestern aus biologischem Material erfolgte durch
Festphasenextraktion an Extrelut® (Merck, 2002). Zum Zeitpunkt t; wurden 1000 pl der
Hydrolysenlésung entnommen und mit 1000 ul Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4) verdinnt. 1000
ul der verdiinnten Probe wurden danach auf eine mit 1,2g Extrelut® gefiillte Glassaule mit
Auslaufkanile gegeben. Nach ca. 4 min wurden 1000 pl interner Standard hinzu gegeben und
danach der Ester sowie der interne Standard mit 3-mal ca. 1000 pyl n-Hexan bis zu einem
Probenvolumen von ca. 3000 pl eluiert. Die Proben wurden gaschromatographisch analysiert.

8.4.7 Probenaufarbeitung zur Analyse von Esterhydrolyseprodukten

Die Extraktion von Esterhydrolysenprodukten aus biologischem Material erfolgte durch
Festphasenextraktion an Extrelut® (Merck, 2002). Zum Zeitpunkt t; wurden 500 pl der
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Hydrolysenldsung entnommen und mit 1000 yl 1 N HCI verdinnt und damit auf einen pH-Wert
von ca. 1,2 eingestellt. 1000 pl der verdiinnten Probe wurden auf eine mit 1,2 g Extrelut®
geflllte Glassaule mit Auslaufkaniile gegeben. Nach 4 min wurden 1000 pl interner Standard
hinzu gegeben und Carbonsaure, Alkohol sowie der interne Standard mit 3-mal ca. 1000 pl
Ethylacetat bis zu einem Probenvolumen von ca. 3000 pl eluiert. Die Proben wurden
gaschromatographisch analysiert.

8.4.8 Gaschromatographische Analyse

Allgemeine GC-Parameter
¢ Tragergas: Helium 4.6, GA 330, Linde AG, Hdllriegelkreuth
¢ Brenngase: Wasserstoff 5.0, GA 320, Linde AG, Hollriegelkreuth
¢ Make up Gas: Stickstoff 5.0, GA 221, Linde AG, Hdllriegelkreuth
e Splitverhaltnis: 1:10
e Injektionsvolumen: 1,0 pl
¢ Injektor/Detektortemperaturen: MN SE-52 (vgl. 8.2.3): 280°C/300°C
MN FFAP (vgl. 8.2.3): 220°C/220°C
Die Tragergasgeschwindigkeit betrug 2 ml/min. Es wurde im Pulsed Press Modus
(Saulenvordruck 1 min 180 kPa) gearbeitet.

Tab. 25: Temperaturprogramm fir Carbonsaureester

Substanz GC-Saule Interner Standard | Ofentemperaturprogramm

Benzylphenylacetat | MN SE-52 | n-Hexadecan 110—200°C (8°C/min) 200—290°C (120°C/min) 2 min isotherm

Benzylsalicylat

Benzyltiglat

Ethylpropionat MN FFAP | 4-Methylanisol 28°C, 3 min isotherm, 28—5200°C (70°C/min), 2 min isotherm

Ethylcinnamat MN SE-52 | n-Hexadecan 110°C, 1 min isotherm, 110—140°C (5°C/min) 140—290°C
(70°C/min) 2 min isotherm

Ethylheptanoat MN SE-52 | n-Dodecan 60°C, 3 min isotherm, 60—105°C (10°C/min) 105—290°C
(120°C/min) 2 min isotherm

Ethylisovalerat MN FFAP | 4-Methylanisol 35—50°C (2°C/min) 50—210 (120°C/min) 2 min isotherm

Ethylmyristat MN SE-52 | n-Hexadecan 60°C, 3 min isotherm, 60—210°C (10°C/min) 210—290 (120°C/min),
2 min isotherm

Ethylphenylacetat MN SE-52 | n-Hexadecan 85°C, 1 min isotherm, 85—105°C (3°C/min) 105—290°C (70°C/min) 2
min isotherm

Ethyltiglat MN FFAP | 4-Methylanisol 60—110°C (10°C/min) 110—210 (120°C/min) 2 min isotherm

Ethylundecanoat MN SE-52 | n-Hexadecan 105—150°C (10°C/min) 150—170°C (40°C/min) 170—290°C
(120°C/min) 2 min isotherm

Ethylvalerat MN FFAP | 4-Methylanisol 50—70°C (4°C/min) 70—210°C (120°C/min) 2 min isotherm

Isoamylbutyrat MN SE-52 | n-Undecan 65°C, 5 min isotherm, 65—72°C (50°C/min) 72—290°C (120°C/min) 2
min isotherm

Methyloctanoat MN SE-52 | n-Undecan 70°C, 2 min isotherm, 70—-105°C (10°C/min) 105—290°C
(120°C/min) 2 min isotherm

Phenylacetat MN SE-52 | n-Decan 50°C, 2 min isotherm, 50—85°C (10°C/min) 85—290°C (120°C/min) 2
min isotherm
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Tab. 26: Temperaturprogramm fir Esterhydrolyseprodukte

Substanz GC-Saule Interner Standard | Ofentemperaturprogramm

Benzylalkohol MN FFAP | Valeriansaure 135—-180°C (10°C/min) 180—210°C (120°C/min) 5 min isotherm

Buttersaure MN FFAP | Valerianséure 80—103°C (10°C/min) 103—200°C (50°C/min) 5 min isotherm

Heptansaure MN FFAP | Valerianséure 130—178°C (10°C/min) 178—200°C (120°C/min) 3 min isotherm,
200—->210°C (120°C/min) 1 min isotherm

Isovalerianséure MN FFAP | Hexansaure 120—170°C (10°C/min) 170—210°C (20°C/min) 2 min isotherm

Myristinsaure MN SE-52 | Laurinsdure 105—160°C (10°C/min) 160—290°C (120°C/min) 2 min isotherm

Octanséaure MN SE-52 | Heptansaure 155—220°C (10°C/min) 2 min isotherm

Phenylessigsaure MN SE-52 | Decansaure 80°C, 1 min isotherm, 80—125°C (10°C/min) 125—290°C
(120°C/min) 2 min isotherm

Propionsaure MN FFAP Buttersaure 130—168°C (10°C/min) 168—210°C (120°C/min) 2 min isotherm

Tiglinséure MN FFAP | Valeriansaure 135—-180°C (10°C/min) 180—210°C (120°C/min) 5 min isotherm

Undecanséaure MN SE-52 | Decanséure 80—125°C (10°C/min) 1 min isotherm, 125—5290°C (120°C/min) 2
min isotherm

Valeriansaure MN FFAP Hexansaure 130—180°C (10°C/min) 180—210°C (20°C/min) 2 min isotherm

Zimtsaure MN SE-52 | Decanséure 85—>131°C (10°C/min) 131—290°C (120°C/min) 2 min isotherm

8.4.9 Validierung

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Als Nachweisgrenze wurde das Dreifache des Grundrauschens von Negativproben ermittelt.
Bei einem Signal-Rausch-Verhaltnis von 3:1 (Peakhéhe Analyt: HOhe des Grundrauschens) galt
der Analyt als nachgewiesen. Fir die Bestimmungsgrenze musste das Signal-Rausch-
Verhaltnis 9:1 betragen. Die Kontrolle der Kalibrierung erfolgte arbeitstaglich durch Injizieren
einer Probe mit Analytkonzentration.

Fir eine sichere Quantifizierung wurde eine Abweichung bis 10 % toleriert, im Bereich der
Nachweisgrenze bis zu 30%. Die Messergebnisse wurden durch Vierfachbestimmung
(Mindestwert) abgesichert und unter Angabe des Vertrauensintervalls (Mittelwert =+
Standardabweichung) dargestellt (vereinfachtes Verfahren nach DIN 32645).

Arbeitsbereich und Linearitét

Der Nachweis der Linearitit sowie die Festlegung des Arbeitsbereiches erfolgte nach
DIN 38402, Teil 51. Der lineare Bereich kennzeichnet den Konzentrationsbereich, in dem
zwischen Konzentration des Analyten und Signal ein linearer Zusammenhang besteht. Durch
eine Kalibrierung Uber Standardlésungen wird der lineare Bereich ermittelt.

Als Parameter der Korrelation dient der Korrelationskoeffizient der linearen Regressions-
geraden von mindestens 7 Messpunkten. Innerhalb des linearen Bereiches darf der
Korrelationskoeffizient einen Wert von 0.990 nicht unterschreiten. Abweichungen von der
Linearitat sind gekennzeichnet durch eine hyperbelférmige Abweichung der Trendlinie von der
Linearitat.

Kalibrierung mit internem Standard

Die Identifizierung von Analyt und internem Standard erfolgte anhand der Retentionszeiten. Fur
die Kalibrierung wurden mindestens 7 Messpunkte, die innerhalb des Arbeitsbereiches lagen,
herangezogen. Aus den Verhaltnissen von Konzentration (Amount Ratio) und Peakflache
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(Response Ratio) von Analyt zu internem Standard rechnergestitzt (Chemstation Integrator) fur
jeden Analyten Responsefaktoren berechnet. Die Konzentration des Analyten in der Probe
wurde aus dem Responsefaktor des Analyten, der Konzentration des internen Standards sowie
der Response Ratio der Probe berechnet. Die Kalibrierldsungen wurden durch unabhangige
Verdinnungsschritte aus einer Stammlésung hergestellt. Innerhalb des Arbeitsbereiches durfte
der Korrelationskoeffizient der Regressionsgeraden einen Wert von 0.990 nicht unterschreiten.
Die Konzentration des internen Standards lag ungefahr in der Mitte des Arbeitsbereiches sowie
in der Nahe der zu erwartenden Konzentration des Analyten.

Die Kontrolle der Kalibrierung erfolgte alternierend. Arbeitstaglich wurden vor und nach der GC-
Analyse zwei Kalibrierstandards, deren Konzentration in der Nahe des zu erwartenden
Konzentrationsbereichs der Probe liegen sollten, analysiert. Grundsatzlich wurden maximal
+ 10 % Abweichung von der Soll-Konzentration toleriert. Sofern der untere Arbeitsbereich in der
Nahe der Nachweisgrenze liegen muss, wurden bis zu + 40 % Abweichung toleriert.

Matrixeinfllisse und Wiederfindung

Extraktionsausbeuten wurden ermittelt, indem die Konzentration eines direkt injizierten Analyten
verglichen wurde mit der Konzentration, die nach Dotierung einer Probematrix (thermisch
inaktiviertes Plasma) sowie einem matrixfreien Medium (Krebs-Henseleit-Puffer),
anschlieflender Probenaufarbeitung und Analyse erhalten wurde (Nulltoleranzen).

Als Nulltoleranz/Blindwert wurde die Konzentration an Esterhydrolyseprodukt (Sdure- und/oder
Alkoholkomponente) angesehen, die als Verunreinigung bereits in der verwendeten
Rohchemikalie vorlag. Dazu wurde eine hohe Substratanfangskonzentration (Sp = 0,25 mM) in
einem matrixfreien Hydrolysemedium (Krebs-Henseleit-Puffer) eingestellt und direkt nach
entsprechender Aufarbeitung vermessen.

Richtigkeit und Prézision

Die Richtigkeit einer Analysenvorschrift wurde durch den Vergleich von Proben mit bekannter
Konzentration (Kalibrierldsungen) mit der nach Probenaufarbeitung erhaltenen analysierten
Menge berechnet. Sie wurde in Form einer Wiederfindungsrate berechnet und musste in der
Regel innerhalb des Bereiches 90 % bis 110 % liegen.

Die Prazision ist ein Mal fur die Streuung von Analysenergebnissen um einen Mittelwert. Sie
wurde nach der Analyse von 4 unabhangigen Proben bei der Ergebnisangabe in Form eines
Vertrauensintervalls mit angegeben.

8.4.10 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung des Proteingehaltes von Blutplasma wurde die Methode nach LOWRY (1951)
angewendet. HARTREE (1972) verbesserte die Linearitat des Lowry-Tests durch eine leicht
veranderte Zusammensetzung der Reagenzien. Die Farbbildung beruhen auf den im Protein
enthaltenen Aminosauren Tyrosin und Tryptophan. Diese reduzieren die
Wolframmolybdatophosphosaure zu einem blauen Molybdan (V) Farbstoff, dessen Absorption
sich bei 578 nm spektralphotometrisch erfassen lasst. Die Farbentwicklung wird somit von der
Aminosaurezusammensetzung des jeweiligen Proteins bestimmt. Der Kupferzusatz vermindert
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die Unterschiede zwischen verschiedenen Proteinarten ohne die Farbreaktion zwischen
Tyrosin, Tryptophan und dem Folin-Ciocalteus Phenolreagenz zu beeinflussen.

Titration zur Herstellung der 1 N Folin-Ciocalteus Phenolreagenz-Lésung

Aus der original Folin-Ciocalteus Phenolreagenz-Lésung wurde eine 1 N Losung hergestellt.
Der Verdlinnungsfaktor wurde titrimetrisch ermittelt. 1 ml der original Folin-Ciocalteus Phenol-
reagenz-L6sung wird mit 30 ml deionisiertem Wasser im Titrierbecher vorgelegt. Titrator ist eine
0,1 N Natriumhydroxidlésung. Als Indikator wird 0,1 %iger Phenolphthaleinlésung verwendet.
Wahrend des Titrierens wird der pH-Wert mittels pH-Meter kontrolliert. Der Aquivalenzpunkt
liegt bei einem pH-Wert von ca. 8,8.

Kalibrierung
Als Standardprotein diente das handelsubliche Rinderserumalbumin (Fraktion V; 67 kDa) von

Merck. Fur die lineare Regressionsgerade wurden mindestens 5 Messpunkte gefordert. In der
Stammlésung wurde eine Konzentration von ca. 1g/L Rinderserumalbumin in 0,1 M
Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) gel6st. Die Standardldsungen werden unabhangig voneinander
aus der Stammlésung verdinnt und liegen im Konzentrationsbereich 50 bis 500 mg /L.

Hauptversuch
Je 1 ml der Standardlésungen wird in ein 12ml-Zentrifugenréhrchen mit Normschliff pipettiert

und mit 5 ml frisch angesetzter Reagenz A — Lésung versetzt. Dazu werden 500 pl 1 N Folin-
Ciocalteus Phenolreagenzlésung langsam und tropfenweise unter Schitteln (15s - Takt)
gegeben. Die Lésung wird 30 min bei 37°C im Schittelwasserbad inkubiert und anschliel3end
photometrisch am Zweistrahl-UV/VIS-Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 578 nm
gemessen. Der Reagenzienleerwert besteht aus 2 ml 0,1M Natriumphosphatpuffer sowie 500l
1 N Folin-Ciocalteus Phenolreagenzlésung. Das Blutplasma wird ca. 1:400 mit 0,1 M
Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) verdunnt. Anschliefend wird wie oben im Hauptversuch
verfahren.

8.4.11 Bestimmung der Loslichkeit von Carbonsadureestern

Prinzip

Krebs-Henseleit-Puffer wurde mit einem Uberschuss an Carbonsdureester versetzt und 30 min
bei 37°C in einem Schuttelwasserbad inkubiert. Die wassrige Phase wurde mittels n-Hexan
ausgeschittelt, mit internem Standard versetzt und gaschromatographisch analysiert.

Durchfiihrung
In einem Reaktionsgefal aus Glas mit Schraubverschluss wurden ca. 10 ml Krebs-Henseleit-

Puffer vorgelegt und mit einem Uberschuss (z.B. ca. 500 ul) Carbonséureester versetzt. Im
Schittelwasserbad wurde die Probe ca. 30 min bei 37 + 1°C (160 U/min) inkubiert. Die Probe
wurde zur Beschleunigung der Phasentrennung 1 min bei 1000U/min (693 g) zentrifugiert.
Durch Abpipettieren (Dichtegger > Dichtepyser) 0der mit Hilfe eines Scheidetrichters (Dichtegge, <
Dichtepysrer) erfolgte die Abtrennung der wassrigen von der organischen Phase. Ein definiertes
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Volumen der wassrigen Phase v,, (z.B. 1000 pl) wurde mit einem definiertem Volumen an
Extraktionsmittel n-Hexan v, (z.B. 10000 pl) versetzt und ausgeschiittelt. 1000 pl der n-Hexan-
Phase wurden daraufhin mit 1000 ul internem Standard (gel6st in n-Hexan) vermischt. Die
Analyse der im Eluat enthaltenen Carbonsaureester-Konzentration erfolgte gaschromato-
graphisch gemal’ Abschnitt 8.4.8.

Im Vorversuch wurde das optimale Extraktionsverhaltnis von organischer zu wassriger Phase
(vo /vy) ermittelt, das zur vollstandigen Extraktion des Esters aus der wassrigen Phase fiihrte.
Die Extraktion galt als vollstandig, wenn nach wiederholtem Ausschitteln die analysierte
Esterkonzentration in der organischen Phase unter der Nachweisgrenze lag.
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Anhang

| Eigenschaften und Verwendung von ausgewahlten
Carbonsaureestern

Tab. 27: Organoleptische Eigenschaften, Vorkommen und Verwendung von Carbonsaureestern in

Lebensmitteln

Ethylpropionat

Organoleptik
suf, fruchtig, etherisch, aromatisch (Mosciano, 1998; Sigma-Aldrich 2001-02, S. 43; Geruch erinnert an Rum und Ananas
(Fenaroli 1995, S. 265)

Status
ADI von 1 mg /kg (COE 1974 No. 402, p. 207; FEMA No. 2456; Myers, 1988)

Vorkommen [mg /kg]

(CIVO-TNO 1991, S. 370)

Apfelsaft (0,01 - 0,4), Armagnac (0,8 — 46), Arrack (2), Bergpapaya/Carica pubescens (< 0,01), Bier (0,01 - 1,0), Bourbon Whisky
(0,8 - 1,0), Cider/Apfelwein (0,2), Cognac (0,3 — 40), Erdbeere/Fragaria species (0,01 - 0,1), Grapefruit Schalendl (Spuren), Guave
/Psidium guajava L. (< 0,01 - 0,05), Irish Whisky (0,06 - 0,8), Kanadischer Whisky (0,04 - 0,8), Kiwifrucht/Actinidia chinensis
Planch. (0,008 - 0,1), Malt Whisky (1 - 4,4), Mandarinensaft/C. reticulata (Spuren), Miesmuschel (0,14), Parmesan (< 0,01),
Passionsfruchtsaft/purpurrot (< 0,1), Rotwein (Spuren — 20), Rum (Kategorie 2) ” ( 50), Scotch Blended Whisky (0,4 — 6), Sherry
(0,27), Sparkling Wein/Schaumwein (0,5 - 2,5), Tomate (1,6 - 2,3), Weinbrand (0,4 — 79), Weilwein (0 - 0,9)

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 265)

Backwaren (84,72), Fette, Ole (0,10), Tiefgekiihlte Milchprodukte (49,47), Fleischwaren (1,5), Weichbonbon (53,52), Gelatine,
Pudding (33,66), Alkoholfreie Getranke (19,92), Alkoholische Getréanke (83,47), SoRen (4,00), Hartbonbon (77,04), Kaugummi
(678,7)

Ethylvalerat

Organoleptik

fruchtig, apfelartig (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 44; Fenaroli 1995, S. 272),Primargeschmack: bittersiif3; Aromatyp: Apfel, Banane
(Fenaroli 1995, S. 805)

Status

(COE 1974 No. p. ; FEMA No. 2462)

Vorkommen [mg/kg]

(IVO-TNO 1991, S. 351)

Apfelsaft (Spuren), (Bergpapaya/Carica pubescens (< 0,01), Guave/Psidium guajava L. (< 0,01), Kiwifrucht/Actinidia
chinensis/lanch. (Spuren), Parmesan (0,01 - 0,05), Passionsfruchtsaft/purpurrot (< 0,1), Portwein (Spuren), Rotwein (5,0 - 10,0),
Rum/Kategorie 2 (40), Weinbrand (0,1), Weilwein (1,3)

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 272)

Backwaren (39,71), Tiefgekihlte Milchprodukte (14,03), Weichbonbon (29,63), Gelatine, Pudding (13,64
Alkoholfreie Getranke (7,99), Alkoholische Getranke (3,93), Hartbonbon (16,95), Kaugummi (103,1)

7Rum (Kategorie 2): total volatiles 1100-3600 ppm
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Fortsetzung Tab. 27

Ethylisovalerat

Organoleptik
streng, fruchtig, an Apfel erinnernd in Verbindung mit stiRem Geschmack (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 40; Fenaroli 1995, S. 243),
Primargeschmack: suf}; Aromatyp: Apfel (Fenaroli 1995, S. 805)

Status
Level8 von 30 mg /kg (COE 1974, No. 442, p. 216; FEMA No. 2463)

Vorkommen [mg/kg]
(CIVO-TNO 1991, S. 228

Apfelsaft (0,9 - 3,5), Ananas/Ananas comosus (0,4), Bergpapaya/Carica pubescens (< 0,01), Bier (0,01), Cider/Apfelwein) (4),
Cognac (0,1), Erdbeere/Fragaria species (0,01 - 0,3), Heidelbeere/Vaccinium myrtillus L. (0,001 - 0,06), Mango/roh (0 - 0,01),
Miesmuschel (0,07), Orangensaft/C. sinensis L. Osbeck (0,01), Parmesan (0,01 - 0,05), Portwein (Spuren), Rotwein (0,01 - 0,11),
Rum/(Kategorie 2 (2,5), Sherry (0,29), Sparkling Wein/Schaumwein (0,01 - 0,16), Weinbrand (0,2 - 0,8), WeiRwein (0,01 - 0,06)

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 243)

Backwaren (80,0), Fruhstiickscerealien (0,022), Milchprodukte (1,0), Kase (13), Tiefgefrorene Milchprodukte (13,0), Fruchtsaft (10),
Fruchteis (25), Fleischwaren (0,10), Weichbonbon (100), Zuckerwaren, Zuckerglasur (25), Marmelade (100,0), Gelatine, Pudding
(50,0), Snacks (2,0), Alkoholfreie Getranke (97), Alkoholische Getranke (3,3), Hartbonbon (13,08), Kaugummi (98,0), Gewtrze (30)

Ethylheptanoat

Organoleptik

weinartig, fruchtig, Geruch und Geschmack erinnern an Cognac (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 39; Fenaroli 1995, S. 234)
Status

ADI von 1 mg /kg (COE 1974 No. 365, p. 202; FEMA No. 2437)

Vorkommen [mg/kg]
(CIVO-TNO 1991, S. 289)

Apfel, roh (0,05), Bier (0,03), Birnenbrandy (Spuren), Bourbon Whisky (< 0,8), Cognac (0,04), Grapefruitsaft/C. paradisis (0,001),
Irish Whisky (0 - 0,8), Malt Whisky (< 0,8), Parmesan (< 0,01), Passionsfruchtsaft/purpurrot (< 0,1), Portwein (Spuren),
Rum/Kategorie 2 (2,5), Scotch Blended Whisky (< 0,8), Weinbrand (0 - 1,2)

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 234)

Backwaren (41,74), Kase (13,07), Tiefgekihlte Milchprodukte (29,84), Weichbonbon (37,60), Gelatine, Pudding (52,41),
Alkoholfreie Getranke (13,81), Alkoholische Getranke (13,96), Hartbonbon (814,62), (Kaugummi (248,4)

Ethylundecanoat

Organoleptik

Geruch und Geschmack erinnern an Cognac und Kokosnuss (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 42; Fenaroli 1995, S. 271)
Status

(COE 1974 No. p.; FEMA No. 3492)

Vorkommen

(CIVO-TNO 1991, S. 413)

Bourbon Whisky (0,8), Malt Whisky (< 0,8), Scotch Blended Whisky (< 0,8), Rum/Kategorie 3)9 (0,1),
Verwendung

(Fenaroli 1995, S. 271)
Alkoholfreie Getranke (2,0), TiefkUihldesserts (8,0), Zuckerwaren, Zuckerglasur (16,00), Alkoholische Getranke (8,0)

8 Level, that may be added to foodstuffs without hazard to public health
°Rum (Kategorie 3): total volatiles 240-1100 ppm
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Fortsetzung Tab. 27

Ethylmyristat

Organoleptik

mild wachsig, seifig (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 44), Geruch erinnert an Schwertlilie (Fenaroli 1995, S. 256)
Status

Level' von 30 mg /kg (COE 1974, No. 385, p. 205; FEMA No. 2445)

Vorkommen [mg/kg]

(CIVO-TNO 1991, S. 400)

Armagnac (0,8), Bergpapaya/Carica pubescens (< 0,01), Birnenbrandy (Spuren), Bourbon Whisky (0,8 — 7,8), Brombeerbrandy
(0,7), Cognac (0,2 — 6), Guave/Psidium guajava L. (0,0004 - 0,14), Irish Whisky (0,14 — 2,6), Japanischer Whisky (Spuren - 1,5),
Kanadischer Whisky (0,3 — 0,8), Kokosnuss/(Cocos nucifera L. (< 0,1), Malt Whisky (0,3 — 3,7), Mango/roh (0 - 0,25), Muscat
Traube (0,1 - 0,6), Ouzo (0 - 0,04), Parmesan (< 0,01), Portwein (Spuren), Rum (Kategorie 1)11 (1,0 — 6,0), Rum/Kategorie 2

(1,0 - 2,0), Rum/Kategorie 3 (Spuren - 0,9), Scotch Blended Whisky (0,6 — 5,2), Sparkling Wein/Schaumwein (0,2 — 18), Weinbrand
(0,09 -1,2)

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 256)

Backwaren (154,8), Tiefgekihlte Milchprodukte (195,1), Weichbonbon (156,1), Gelatine, Pudding (157,5), Alkoholfreie Getranke
(52,52), Alkoholische Getranke (30,00), Hartbonbon (28,78), Kaugummi (0,56)

Ethyltiglat

Organoleptik
fruchtig, caramelartig (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 44)
Status

empfohlenen Maximalkonzentration in Verbrauchererzeugnissen von 0,5 % (Ford, 1988), (COE 1981 No. 2185 p. 274;
FEMA No. 2460)

Vorkommen [mg/kg]

(CIVO-TNO 1991, S. 235)

Naranjilla Frucht (k. A.), (Solanum quitoense Lam. (k. A.), Sternfrucht (k. A.), (Averrhoa carambola L. (k.A.)
Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 271)

Backwaren (35,00), Tiefgekihlte Milchprodukte (9,90), Weichbonbon (25,00), Gelatine, Pudding (15,00), Alkoholfreie Getréanke
(7,00), Hartbonbon (0,84), Kaugummi (0,64)

Benzyltiglat

Organoleptik

pilzartiger Geruch mit rosenartigem Unterton (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 12)
Status

(FEMA No. 3330)

Vorkommen [mg/kg]

(CIVO-TNO 1991, S. 235)

Gewtlrznelke /Eugenia caryophyllata Thunberg (Spuren)

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 66)
Backwaren (8), Speisewlirze (8)

'"Level, that may be added to foodstuffs without hazard to public health

11 Rum (Kategorie 1): total volatiles > 3600 ppm
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Fortsetzung Tab. 27

Benzylsalicylat

Organoleptik
schwach siiRer Geruch (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 12), Primargeschmack: sii3; Aromatyp: Himbeere (Fenaroli 1995, S. 803)

Status
(FEMA No. 2151)

Vorkommen [mg/kg]
(CIVO-TNO 1991, S. 216)

Amerikanische Preiselbeere/. macrocarpon (k .A.), Gewiirznelke/ Eugenia caryophyllata Thunberg (k. A.), Pfefferminzél/Mentha
piperita (k. A.)

Verwendung [mg/kg]
(Fenaroli 1995, S. 66)

Backwaren (16,02), Tiefgeklhlte Milchprodukte (4,12), Weichbonbon (6,15), Gelatine/Pudding (17,51), Alkoholfreie Getranke
(2,70)

Benzylphenylacetat

Organoleptik

sufRer, blumiger (Jasmin, Rose) Geruch, leicht honigartiger Geschmack, (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 12;
Fenaroli 1995, S. 64)

Status

(FEMA No. 2149)
Vorkommen [mg/kg]
unbekannt

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 64)

Backwaren (14,82), Fette, Ole (0,109, Tiefgekiihlte Milchprodukte (12,039, Weichbonbon (18,99), Gelatine, Pudding (14,699,
Alkoholfreie Getranke (4,249), Alkoholische Getranke (3,00), Kaugummi (7,49)

Ethylphenylacetat

Organoleptik

Geruch angenehm, streng, s, an Honig erinnernd, bittersiiier Geschmack, (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 43; Fenaroli 1995, S.
263), Primargeschmack: bittersi3; Aromatyp: Honig (Fenaroli 1995, S. 805)

Status

(COE 1970 No. 169 p. 101; FEMA No. 2452)

Vorkommen [mg/kg]

(CIVO-TNO 1991, S. 197)

Grapefruitsaft/C. paradisis (0,003), Armagnac (< 0,8), Bergpapaya/Carica pubescens (< 0,01), Birnenbrandy (Spuren),
Botrytisierter Wein/Trockenbeerenauslese (0,01), Cider/Apfelwein (0,02), Cognac (0,02 - 0,8), Guave/Psidium guajava L. (0,01 -
0,25), Kakao (0,1), Papaya/Carica papaya (0,002), Portwein (0,2 — 2), Rotwein (Spuren - 0,02), Weinbrand (0 - 0,8), WeilRwein
(Spuren - 0,01)

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 263)

Backwaren (18,57), Tiefgeklhlte Milchprodukte (9,84), Weichbonbon (13,53), Gelatine, Pudding (12,62), Alkoholfreie Getranke
(5,20), Alkoholische Getranke (5,00), Hartbonbon (20,32)
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Fortsetzung Tab. 27

Ethylcinnamat

Organoleptik

siR, honigartig, balsamisch, pflaumenartig, zimtartig (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 37), Primargeschmack: si’; Aromatyp: Aprikose,
Pfirsich (Fenaroli 1995, S. 805)

Status
(FEMA No. 2430)
Vorkommen

(CIVO-TNO 1991, S. 242)

Bier (< 0,01), Erdbeere/Fragaria species (0,02 - 0,05), Gewlrznelke (Spuren), Kakao (Spuren - 1,1), Rotwein (0 - 0,008), Weillwein
(0,06)

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 222)

Backwaren (54,36), Tiefgekihlte Milchprodukte (41,26), Fleischwaren (20,00), Zuckerwaren/Zuckerglasur (20,00), Weichbonbon
(47,95), Gelatine/Pudding (19,73), Alkoholfreie Getranke (20,88), Alkoholische Getranke (31,61), Kaugummi (9,82)

Methyloctanoat

Organoleptik

grun, fruchtig (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 84)Geruch kraftvoll, weinartig, fruchtig, nach Orange; 6lig und nach Orange schmeckend
(Fenaroli 1995, S. 534)

Status

(FEMA No. 2728)

Vorkommen [mg/kg]

(CIVO-TNO 1991, S. 340)

Apfel/roh (0,002), Gewirznelke (Spuren), Ananas/Ananas comosus (0,8), Bergpapaya/Carica pubescens (0,3 - 0,8), Birnenbrandy
(Spuren), Cider/Apfelwein (0,02), Erdbeere/Fragaria species (0,01 - 0,1), Guave/Psidium guajava L. (0,05 - 1,25), Kohlrabi
(Spuren), Kokosnuf3/Cocos nucifera L. (0,1), Miesmuschel (0,14), Papaya/Carica papaya (0,0002), Parmesan (< 0,01), Portwein
(Spuren) Rum/Kategorie 2 (0,1), Schwarzer Tee (3,0 - 8,09, Weinbrand (0 - 0,3)

Verwendung [mg/kg]

(Fenaroli 1995, S. 534)

Backwaren (34,12), Tiefgekuhlte Milchprodukte (20,46), Weichbonbon (25,13), Gelatine, Pudding (21,48), Alkoholfreie Getranke
(6,94), Alkoholische Getranke (1,00)

Isoamylbutyrat

Organoleptik

fruchtig, aprikosenartig, nach Ananas, Banane (Sigma-Aldrich 2001-02, S. 61) strenger, charakteristischer, fruchtiger (birnenartig)
Geruch; st} (Fenaroli 1995, S. 377)

Status

(FEMA No. 2060)

Vorkommen

(CIVO-TNO 1991, S. 340)

Apfel /roh (0,003), Bergpapaya/Carica pubescens (0,01 - 0,05), Erdbeere/Fragaria species (0,01 - 0,05), Guave/Psidium guajava L.
(0,01 - 0,25), Kumquat Schalenél/Fortunella species (60), Mango/roh (0 - 0,05), Muscat Traube (0,1), Parmesan (< 0,01),
Rum/Kategorie 2 (1,5), Tomate (0,2)

Anwendung

(Fenaroli 1995, S. 377)

Backwaren (36,02), Tiefgekuhlte Milchprodukte (25,20), Weichbonbon (24,44), Gelatine/Pudding (25,91), Alkoholfreie Getranke
(69,24), Alkoholische Getranke (20,00), Hartbonbon (42,14), Kaugummi (376,7)
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Tab. 28: Verwendung von ausgewahlten Carbonsaureestern in kosmetischen Mitteln

Konzentrationen [%)] Mittelwert (Maximum)

Substanz Seife Detergenzien Cremes /Lotions  Parfum

Referenz

Ethylpropionat 0,01 (0,01) 0,001 (0,01) 0,005 (0,03) 0,08 (0,4)

« COE (1974) No. 402, p. 207
« FEMA (1965) No. 2456
« Opdyke (1978), S. 749

Ethylisovalerat 0,01 (0,06) 0,001 (0,006) 0,005 (0,02) 0,08 (0,2)

« COE (19784) No. 442, S. 216
« FEMA (1965) No. 2463
« Opdyke (1978), S. 743

Ethylheptanoat 0,005 (0,05) 0,001 (0,01) 0,003 (0,02) 0,04 (0,4)

e COE (1974) No. 365, p. 202
o FEMA (1965) No. 2437
e Opdyke (1981), S. 247

Ethylmyristat 0,03 (0,3) 0,003 (0,03) 0,015 (0,1) 0,2(1,2)

« COE (1974) No. 385, S. 205
« FEMA (1965) No. 2445
« Opdyke (1978), S. 745

Ethylphenylacetat 0,05 (0,2) 0,005 (0,02) 0,01 (0,05) 0,2 (0,8)

e COE (1970) No. 169, p. 101
e FEMA (1965) No. 2452
e Opdyke (1975)




Tab. 29:

Messdaten und Validierungsparameter GC-Analytik

Messdaten - Ethylester
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Konzentration [10°® mol /L]

Substrat / Analyt Ethylpropionat / Propionsaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

timn] S,=025mM S,=050mM  S;=075mM S;=1.00mM Sp=125mM S;=175mM S;=250mM
4 40.0+8.2 45.8 + 4.1 48.6+0.9 69.0+4.9 84.0+14.5 85.0+11.8 1112+7.4

8 64.4+3.1 87.2+2.1 105.6+13.2 129.1+8.3 144.5+13.3 169.8+4.9 211.6+55
12 957 +8.7 124.2 +15.3 164.1+6.7 184.4+6.8 200.8 +22.2 234.5+10.3 291.3+12.6
16 112.6+3.9 165.9 + 3.1 193.5+26.8 233.3+3.4 288.7 + 37.1 313.8+6.3 368.3+10.5
20 127.4+6.2 184.0 + 9.1 246.7+6.0 283.7+7.9 340.4 +24.6 369.5 + 8.7 452.2 +11.3
NWG Analyt / BG Analyt: 2.60 uM / 7.80 uM

Substrat / Analyt Ethylvalerat / Valeriansaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

timn] S,=025mM S,=050mM  S;=075mM S;=1.00mM S,=125mM S;=175mM  S;=250mM
2 342+7.9 424 +45 53.9+7.0 65.5+10.4 66.0+8.3 705+8.5 77.7+6.5

4 63.0+7.1 83.7+10.9 1045+3.8 117.0+3.3 125.7+4.6 131.7+7.0 178.2+38.8
6 85.7 +14.7 125.6 +3.0 153.6+11.9 175.4+4.4 197.7 £10.5 210.8+4.0 223.1+10.6
8 107.2+124  168.1+17.9 2045+11.8 2324+6.9 248.8 +10.5 2756+ 8.8 316.5+28.6
10 130.5+6.6 207.0 +13.0 249.5+10.7 302.7+17.8 308.0+75 343.1+14.9 403.6 +17.5
NWG Analyt / BG Analyt: 4.83 uM / 14.49 uM

Substrat / Analyt Ethylheptanoat / Heptansaure / Plasma-Pool: (h) 014.704

timn] S,=025mM S,=050mM  S;=075mM S;=1.00mM S,=125mM S;=175mM S;=250mM
4 14.6 + 3.4 19.7+6.2 22.6+6.1 36.2+9.5 28.5+4.0 352+6.0 40.3+4.7

8 27.4+10.2 325+ 14.2 50.4 +4.9 58.5+3.3 529+57 68.2+ 13.1 79.8+4.8

12 35.4+17.2 56.8 + 6.8 50.4+262 89.5+93 81.5+6.1 111.2+12.8 128.4+32.3
16 56.9 +17.2 75.0 + 13.1 91.6+6.6 108.2 £ 10.2 1152 +6.2 152.6+0.9 182.6 + 15.3
20 68.2+8.0 97.5 + 15.1 111.4+146 1547+ 14.4 151.8 + 12.6 190.4 +8.2 240.9+12.8
NWG Analyt / BG Analyt: 0.62 uM / 1.87 uM

Substrat / Analyt Ethylundecanoat / Undecanséaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

t[min] [So=025mM [S,=050mM [S,=075mM [So=1.00mM [So=1.25mM [S,=1.75mM [S,=2.50 mM
10 <1.55 <1.55 12.9+3.9 16.6 £ 1.1 16.7+0.8 149+17 23.4+6.1

20 <1.55 244459 26.0+6.9 306+7.5 324+6.0 40.1+13.4 44.3+6.0

30 26.7+11.3 36.8+8.9 36.5+5.3 37.1+64 57.8 +3.0 69.2+9.9 75.5 +24.6
40 33.2+338 55.3 +11.4 56.4 +9.5 76.3+10.9 76.0 + 4.6 101.2+19.0 106.3 + 54.1
50 51.5+5.1 89.4+7.6 928+153  97.1+2438 122.6 +11.3 14124226 106.4 +29.8
NWG Analyt / BG Analyt: 1.55 uM / 4.65 uM

Konzentration [10°® mol /L]

Substrat / Analyt Ethylmyristat / Myristinsaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

timn] S,=025mM S,=050mM  S;=075mM S;=1.00mM S,=125mM S;=175mM  S;=250mM
10 19.7+7.2 <1.42 14.0+2.9 <1.42 158+ 1.6 144+ 14 <1.42

20 14.4 + 3.1 <1.42 323+251 144+15 15.7+2.6 27.8+12.8 18.8 + 1.1

30 17.2+3.2 17.9+2.8 287+169 17.8+36 17.8+2.4 171+ 16 17.8+3.8
40 19.6 +0.6 16.4+1.0 17.7+0.8 16.8+1.2 18.3+2.9 174+18 24.4+36
50 21.4+6.1 21.0+43 15.3+ 3.4 18.1+ 1.6 17.3+2.2 20.3+6.4 26.0+6.8

NWG Analyt / BG Analyt: 1.42 uM / 4.26 uM

vorbehaltlich anderer Angaben gilt fiir alle Ergebnisse: n = 4; Verdiinnungsfaktoren bertcksichtigt
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Fortsetzung Tab. 29

Konzentration [10°® mol /L]

Substrat / Analyt Ethylisovalerat / Isovaleriansaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

t[min] So=025mM S;=050mM S,=0.75mM S;=1.00mM S;=125mM Sp=1.75mM So = 2.50 mM
5 28.5+59 304 +2.1 39.1+3.3 39.3+52 431+15 450+4.2 53.8 + 4.1
10 441+4.4 432+97 65.2+1.8 68.8+7.6 723+24 68.0 +4.1 74.6+6.2
15 62.5+5.5 71.8+6.6 84.9+5.1 93.4+6.2 13354729 927+4.9 96.8+ 10.8
20 75.9+10.5 97.2+9.1 111.8+4.8 121.6 £ 13.6 130.9+11.2 1182+5.3 130.6 +4.9
25 96.4 +10.6 116.1+12.8 1446 +8.4 103.8 + 42.1 151.2+12.4 1433+10.2 164.1+9.4
NWG Analyt / BG Analyt: 2.05 uM / 6.15 uM

Substrat / Analyt Ethyltiglat / Tiglinsaure / Plasma-Pool: (h) 014.704

t[min] Sp=025mM Sp=050mM S,=0.75mM Sp=1.00mM S,=125mM Sp=1.75mM S,=2.50 mM
10 152+56 <0.90 <0.90 155+1.5 217+32 184 +22 20.9+2.1

20 205+ 1.5 16.8 + 5.0 23.1+53 227+18 253+2.1 279+1.3 282+1.4

30 324+39 23.2+43 32.8+8.6 34.1+3.2 359+28 39.3+1.2 438+22

40 436+1.8 31.2+29 39.9+157 437+23 450+1.3 482+26 529412

50 55.6 +2.3 36.0+3.5 53.5+18.8 51.5+0.8 495+4.2 59.1+1.9 65.6+2.5
NWG Analyt / BG Analyt: 0.90 uM / 2.70 uM

Substrat / Analyt Ethylphenylacetat / Phenylessigsaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

t[min] Sp=025mM Sp=050mM S,=0.75mM Sp=1.00mM S,=125mM Sp=1.75mM S,=2.50 mM
5 433+24 63.4+6.3 70.3+12.4 96.5+3.5 101.1+18.3  126.7+13.4 2464+37
10 66.1+6.1 103.1£2.2 120.0 £ 6.3 182.5+5.3 181.0+351  247.5+198 364.9+153
15 87.9+4.4 142.5+2.6 176.1 + 4.8 264.7+6.8 276.8+195  369.8+23.6 541.6+12.8
20 102.7 +5.3 165.9+14.2 2427+159  339.5+208 374.1+276 5106+166 738.3+65.9
25 123.6 + 8.4 2312+25 318.9+4.9 4232+205 487.0+352  626.9+39.8 931.0+56.9
NWG Analyt / BG Analyt: 1.78 uM / 5.34 M

Substrat / Analyt Ethylsalicylat / Salicylsaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

tmin] Sp=025mM S;=050mM Sp=0.75mM S;=1.00mM S;=125mM Sp=175mM S,=2.50 mM
20 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1

40 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1

60 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1

80 <121 <121 <121 <121 <12.1 <12.1 <12.1

100 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1 <12.1

NWG Analyt / BG Analyt: 12.1 yM / 36.3 uM

Substrat / Analyt Ethylcinnamat / Zimtsauresaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

tmin] Sp=025mM S;=050mM Sp=0.75mM S;=1.00mM S;=125mM Sp=175mM S;=2.50 mM
20 <6.40 <6.40 <6.40 <6.40 <6.40 30.3+1.1 349+18

40 <6.40 39.445.0 455+ 6.4 49.7+6.2 49.0+2.7 482+3.0 44.0+3.0

60 424+6.8 60.8+9.2 57.1+6.0 62.0+3.8 59.6 + 8.3 63.9+3.3 590.2 + 5.4

80 55.6 + 8.6 72.8+7.6 70.0+9.7 79.7+5.4 78.1+8.7 79.0+3.6 746+7.2

100 65.2+4.3 69.6 +5.3 90.2+7.6 99.8 +3.0 98.8+12.8 89.5+4.4 93.3+7.0

NWG Analyt / BG Analyt: 6.4 pM / 19.2 uM

vorbehaltlich anderer Angaben gilt fiir alle Ergebnisse: n = 4; Verdlinnungsfaktoren bericksichtigt



Tab. 30:

Messdaten - Benzylester

Konzentration [10® mol /L]

Substrat / Analyt Benzyltiglat / Benzylalkohol / Plasma-Pool: (h) 020.504

tmin] Sp=025mM S;=050mM S,=075mM S;=1.00mM S;=125mM S;=1.75mM S;=2.50 mM
10 255+15.8 38.9+4.38 50.4 +3.2 50.6+ 8.9 81.2+6.9 86.8 + 3.4 174.1 +29.0
20 29.2+5.0 70.3+54 86.0+7.7 102.6 + 4.2 151.0+10.5  168.3+1.3 300.4 +21.3
30 375+33 89.0+ 8.0 129.2+7.1 158.4 + 5.6 218.8+4.8 254.3+12.1  448.0+33.0
40 49.3+4.0 126.5+2.0 169.7 + 8.9 2185+10.8 2912+10.6  342.1+4.4 595.7 + 50.2
50 68.0 +8.9 155.4 + 3.4 220.5+8.7 271.3+9.1 361.8+4.0 44414109  727.3+38.9
NWG Analyt / BG Analyt: 0.60 uM / 1.80 uM

Substrat / Analyt Benzyltiglat / Tiglinsaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

timn] Sp=025mM S;=050mM S,=075mM S;=1.00mM S;=125mM S;=1.75mM S;=2.50mM
10 42.1+33.3 26.8+35 29.7+2.0 37.3+4.9 52.2+9.1 50.5+2.9 115.6 + 21.8
20 35.3+20.0 542 +4.1 60.3+4.5 771+52 123.0+ 104  1242+1.2 232.9+19.5
30 298+14 77.7 +11.1 107.0+ 6.6 135.5+2.9 192.1+8.6 208.5+9.3 381.7+27.3
40 43.0+56 110.7 £ 0.9 157.4+1.8 189.6 + 8.2 258.3+132  301.2+11.2 513.0+40.9
50 479448 140.9+3.8 199.9+5.2 249.3+146 327.3+58 397.1+14.8 659.2+31.9
NWG Analyt / BG Analyt: 0.90 uM / 2.70 uM

Substrat / Analyt Benzylphenylacetat / Benzylalkohol / Plasma-Pool: (h) 014.704

tmin] Sp=025mM S;=050mM S,=075mM S;=1.00mM S;=125mM S;=1.75mM S;=2.50 mM
0.5 42.0+97 91.5+25.8 84.2+15.4 96.9 + 33.0 93.5+22.9 147.6+766  169.5+ 357
1.0 82.7 +3.2 168.1+24.3  2334+119.9 2254+61.6 262.9+850  296.7+1424 307.6+413
2.0 138.0+12.3  271.7+39.6 376.8+804  393.9+63.6 441.7+88.3  8256+290.2 657.4+15.1
3.0 190.2+3.8 3287+56.4 4948+534  6614+635 718.7+467  1012+223 1003 + 273
4.0 216.6+129  409.5+382 581.1+46.3 702.7+69.8 811.6+744  1122+188 1303 + 140
NWG Analyt / BG Analyt: 0.60 uM / 1.80 uM

Substrat / Analyt Benzylsalicylat / Benzylalkohol / Plasma-Pool: (h) 014.704

timin] Sp=025mM S;=050mM S,=075mM S;=1.00mM S;=125mM S;=1.75mM S;=2.50 mM
10 7.8+20 13.2 £ 3.1 14.0 £ 5.4 17.1£4.1 21.8+3.9 28.6+10.3 59.6 + 13.5
20 18.0+ 7.4 33.0+6.5 36.9+11.9 40.6+5.9 62.9+6.2 50.5 + 37.8 133.6 + 14.5
30 247+36 48.4+10.8 61.6+3.8 66.6 + 13.6 98.5 + 26.9 89.7 +32.3 180.3+ 15.4
40 30.9+3.9 77.1+16.3 92.8 + 11.1 119.6+17.5 14374651  160.9+74.4  229.9+37.2
50 44.8+6.6 1024+ 11.3  120.7+8.9 162.1+34.8 197.5+234  233.0+13.3 292.6+40.7

NWG Analyt / BG Analyt: 0.60 uM / 1.80 uM

vorbehaltlich anderer Angaben gilt fiir alle Ergebnisse: n = 4; Verdiinnungsfaktoren bertcksichtigt
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Tab. 31:

Messdaten — Methyloctanoat, Isoamylbutyrat, Phenylacetat

Konzentration [10'6 mol /L]

Substrat / Analyt Methyloctanoat / Octansaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

tmin] Sp=025mM Sp=050mM Sp=0.75mM Sp=1.00mM Sp=1.25mM Sp=175mM Sp=2.50mM
4.0 13.7£5.3 92+1.2 102+1.5 10.9+1.7 14.4 3.6 236+8.5 32.9+7.1
8.0 254+77 18.5 + 6.1 16.6 +4.5 20.8+5.2 249+52 44.3+17.6 51.6+8.3
120  37.1+38 246+29 29.0+3.7 35.0+3.4 39.2+28 62.5+17.0 89.7 +18.7
16.0  52.0+45 33.5+37 39.6+6.4 46.3+26 60.6 +5.7 93.0+7.38 117.9+ 116
200 655+7.0 44745 50.6 + 12.7 63.5+4.5 76.3+9.4 118.9+222  174.8+40.2
NWG Analyt / BG Analyt: 1.22 uM / 3.66 uM

Substrat / Analyt Isoamylbutyrat / Buttersaure / Plasma-Pool: (h) 020.504

tmin] Sp=025mM Sp=050mM Sp=0.75mM Sp=1.00mM Sp=1.25mM Sp=175mM Sp=2.50mM
0.5 71.6+9.1 102.1+240 71.6+10.7 103.9+222 1255+588  164.1+253 213.5+19.0
1.0 123.9+6.2 204.6+237 1458+235 209.0+297 2159+17.4  3695+38.0 421.5+62.2
2.0 183.7+8.9 303.8+17.1 254.1+247  3780+287 4291+255 687.8+789  855.0+109.3
3.0 2245+1.4 4271+251 396.2+441  5732+375 643.3+353 1057 +33 1235 + 149
4.0 2458+4.5 458.4+156 521.1+626  6925+39.4 877.6+314  1302+42 1633 + 93

NWG Analyt / BG Analyt: 1.80 uM / 5.40 uM

Substrat / Analyt Phenylacetat / Phenylacetat / Plasma-Pool: (h) 014.704 (1:100 verdinnt)
t[min] Sp=0.25mM  Sp=0.50 mM Sp=1.00mM Sp=2.00mM Sp=3.00mM Sp=4.00mM
0.5 84.5+87 190.8 + 13.8 185.2+23.6 841.2+109.6 1238+197 1716 +213
1.0 62.9+15.8 150.3 + 25.1 148.8+23.1 7126 +59.4 1104 £ 147 1709 + 261
20 37.2+13.1 83.8+26.4 88.1+152  451.5+245 804 +89 1378 + 76
3.0 23.0+11.8 48.5+20.8 51.6+141  3200+715 510 + 239 1068 + 194
4.0 15.1+9.7 359+ 16.4 28.6+7.8 231.7+475  247+39 910 + 106

NWG Analyt / BG Analyt: 1.03 uM / 3.08 uM

vorbehaltlich anderer Angaben gilt fiir alle Ergebnisse: n = 4; Verdlinnungsfaktoren bericksichtigt
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Tab. 32: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der gaschromatographischen Analyse
GC-Saule  Anaiyt [0° g A H\(/)\{GGnﬁoEI’?L] 83%35'3) Analyt [0° g A [\%VGG ol (/i] ﬁ\g{e mol /L]
MN FFAP  Buttersaure k. A. 1.80/5.40 Ethylpropionat k. A. 2.22/6.66 <222
Propionsaure k. A. 2.60/7.80 Ethylvalerat k. A. 1.32/3.97 <1.32
Valeriansaure k. A. 4.83/14.49 Ethylisovalerat k. A. 1.31/3.94 <1.31
Isovaleriansdure k. A. 2.05/6.15 Ethyltiglat 225.7 2.70/8.09 <270
Heptansaure 52.9 0.62/1.87 Phenylacetat 136.5 1.53/4.60 <1.53
Tiglinsaure k. A. 0.90/2.70
Benzylalkohol 434 0.60/1.80
MN SE-52 Octansaure k. A. 1.22/3.66 Ethylheptanoat 14.0 0.14/0.41 <0.14
Undecansaure k. A. 1.55/4.65 Ethylundecanoat k. A. 0.07/0.21 <0.07
Myristinsaure k. A. 1.42/4.26 Ethylmyristat 0.84 0.005/0.015 <0.005
Salicylséure KA. 12.1/36.3 Ethylphenyl- k. A. 229/6.88 <229
acetat
Phenylessigsaure k. A. 1.78/5.34 Ethylcinnamat k. A. 2.00/6.00 <2.00
Zimtsaure k. A. 6.4/19.2 Ethylsalicylat k. A. 2.29/6.86 <229
Benzyltiglat 208.6 1.68/5.04 <1.68
Benzylphenyl 74,9 0.51/152  <0.51
Benzylsalicylat 1491 1.00/3.00 <1.00
Methyloctanoat 1.24 0.012/0.036 <0.012
Isoamylbutyrat k. A. 1.02/3.06 <1.02
Phenylacetat 91.4 1.03/3.09 <1.03

Bestimmungsgrenze berechnet aus der Verfahrenstandardabweichung sy gemaR vereinfachter Methode nach DIN 32 645
(P=99%),n=10
Blindwert, bestimmt als Nulltoleranz des Esterhydrolyseprodukts (Alkohol und Carbonséaure) in der Substratstammldsung
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Tab. 33: Wiederfindungsrate der Analyten in Humanplasma und Krebs-Henseleit-Puffer in
Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration

Wiederfindungsrate [%] in Abhangigkeit von S, (n = 4)

Extrelut® hitzeinaktiviertes Blutplasma Krebs-Henseleit-Puffer
(pH7.4) (pH7.4)
Analyt 0.25 mM 1.00 mM Probenahme [min] 0.25 mM 1.00 mM 0.25 mM 1.00 mM
Benzylalkohol 102,4+32 1051+24 10 99,0+4,3 100,8 + 6,6 99,4+29 101,4+0,9
20 99,8 +3,8 98,6 + 5,0 101,2+10,7 104,0+2,6
30 101,8+5,5 108,4 +4,0 96,7+ 3,4 104,4 + 3,2
40 104,1+5,3 104,0 + 3,1 95,6+ 1,5 1048+ 1,4
50 103,6 +5,5 102,2+5,4 92,1+54 103,7+1,0
Propionsaure 103,1+2,9 1053+24 4 98,3+3,3 92,1+3,5 99,0+ 1,1 100,8 + 3,3
8 95,7+2,6 93,6 +3,8 98,1+3,5 103,0 + 3,1
12 914+44 92,0+1,2 99,0+ 1,7 1035+ 1,8
16 94,8 +3,6 94,6+ 3,3 959+34 104,7 + 3,1
20 105,9+2,4 94,5+0,8 97,3+2,7 97,9+8,7
Buttersaure 103,5+2,9 102,7+1,5 0,5 99,1+4,6 96,0+4,0 99,6 + 6,7 96,8 +2,2
1,0 95,6 +5,8 96,3 +4,1 96,9 + 10,0 96,0 + 4,5
2,0 97,4+54 94,4+29 102,1 £ 8,5 94,9+ 3,3
3,0 96,5+ 5,1 96,4+ 54 99,9+ 8,5 96,2 + 2,6
4,0 98,9+2,9 97,0+ 5,1 102,5+7,3 95,6 +2,8
Valeriansaure 1006 +3,3 1038+1,3 2 98,8 +3,7 94,4 +3,0 103,7+£2,8 94,0+2,5
4 97,7+4,5 96,3 +2,6 105,2+ 2,2 100,3+2,9
6 945+1,8 96,3+0,8 99,6 +1,4 101,7+1,0
8 97,2+1,1 96,7+ 1,6 99,8 +2,5 102,5 + 3,1
10 97,7 +1,2 100,2+ 1,1 100,1+1,3 104,1+£2,0
Isovaleriansgure 99,3 +1,3 102,0+14 5 105,5+7,0 104,4+1,6 99,0 +£5,3 97,7+4,5
10 99,8 +5,1 107,2+1,3 98,6 + 3,7 96,6 + 1,4
15 102,5+5,2 104,4+2,4 98,1 +2,7 96,4 + 3,6
20 101,6 +3,7 104,6 £4,4 98,4 + 3,1 97,9+5,8
25 106,6 + 6,1 105,7+ 3,4 97,2+1,6 99,3+14
Heptansaure 4 101,6 +2,9 102,0+1,9 105,5+3,9 102,7 +£5,5
8 107,3+4,0 102,9+0,8 105,6 £5,5 100,2 £ 4,2
12 108,5+1,5 103,0+ 1,1 96,6 + 2,1 98,1+5,1
16 106,7 £ 2,5 102,8+ 1,6 103,1+1,9 101,2+0,7
20 108,3+1,2 104,6 £ 6,2 106,0 £ 2,2 106,0 + 6,7
Octansaure 2 941+44 97,8+4,2 98,3+24 98,6 +2,8
4 95,3+2,1 991+44+ 99,7+35 98,4 +4,7
6 95,4+ 3,2 100,5+5,8 101,1+5,9 100,0 £ 2,8
8 95,1+ 3,1 101,3+5,5 97,9+3,9 99,3+4,0
10 93,6+24 100,6 £ 6,2 99,1 +41 101,7+2,8
Undecanséaure 10 107,3+ 3,6 102,4+0,8 100,4 +4,4 101,9+3,7
20 107,6 +5,9 101,0+ 1,2 99,8 +11,8 102,3+1,5
30 107,5+5,1 101,2+0,8 99,8 + 10,2 101,4+2,9
40 107,2+5,3 102,1+1,3 99,6 +6,9 99,8+ 1,5
50 107,9+4,7 101,3+£0,7 101,0+ 7,7 99,9+0,9
Myristinsaure 10 994 +34 100,4 +£3,4 98,4 7,2 101,3+1,4
20 97,9+6,0 94,9+6,0 95,9 5,6 101,8+1,2
30 97,4+6,4 96,9+4,0 95,2 +7,3+ 101,1+4,4
40 98,9+6,6 94,4+54 94,7+3,0 101,1+3,5
50 95,2+8,0 97,9+6,0 95,4+5,9 100,2+2,9
Tiglinsaure 10 91,56+34 96,1 +3,7 110,6 £ 6,2 110,7 £ 41
20 91,5+3,2 959+14 109,3+1,5 113,5+1,4
30 90,8+ 1,0 99,2+1,1 111,2+ 31 110,4 +4,5
40 94,4+39 98,0+2,3 1106 £+ 1,4 112,9+2,8

50 89,4+1,38 98,9+0,7 1121+25 112,1+3,0
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1] Methodenvalidierung

Tab. 34: Zusammensetzung von Krebs-Henseleit-Puffer im Vergleich mit Ratten- und
Humanplasma

Konzentration [mmol /L]

Bestandteil Krebs-Henseleit-Puffer Humanplasma'? Rattenplasma'®
Natrium (Na*) 143,0 135-148 135,0
Kalium (K") 5,95 3,6-5,1 4,90
Magnesium (Mg®*) 1,20 0,41-1,23 1,30
Chlorid (CI) 122,7 99 - 109 100,0
anorgan. Phosphat (PO3") 1,20 0,87 - 1,94 2,30
Kalzium (Ca®") 1,25 2,25-274 2,60

Tab. 35: Hydrolyse von Ethylheptanoat in kiinstlicher Magenflissigkeit

Hydrolysezeit Konzentration [mmol /L]

[min] Ethylheptanoat Ethanol Heptansaure

0 0,275 0,000 0,000

30 0,258 0,016 0,018

60 0,255 0,016 0,023

90 0,251 0,025 0,024

120 0,252 0,023 0,023

150 0,242 0,031 0,036

180 0,240 0,034 0,035

210 0,236 0,042 0,037

240 0,230 0,039 0,050

270 0,229 0,041 0,051

300 0,227 0,046 0,049

330 0,220 0,049 0,061

360 0,222 0,050 0,056

390 0,228 0,053 0,042

420 0,215 0,058 0,062

Tab. 36: Hydrolyse von Ethylheptanoat in 1:100 verdinntem Rattenplasma
Hydrolysezeit Konzentration [mmol /1]

[min] Ethylheptanoat Ethanol Heptansaure

0 1,58 0,00 0,00

10 1,10 0,29 0,12

20 0,92 0,53 0,52

30 0,73 0,85 0,81

45 0,53 1,18 1,21

60 0,24 1,43 1,45

90 0,07 1,50 1,45

120 0,01 1,54 1,58

12 Buddekke, 1999; Krebs, 1950; Leuthardt, 1963; Pschyrembel, 2001; Schenk, 1990

'3 Waynforth, 1980
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Tab. 37: Kinetische Parameter in Abhangigkeit von der Darstellungsform fir Phenylacetat in
Humanplasma

Darstellungsform mittlerer Graf der Funktion Km Vmax Vimax /Km
[mol /L] [mol /min-g Protein] [L /min-g Protein]
Lineweaver-Burk y =1,681x + 0,611 2,75-10° 1,64.10° 0,59
Hanes-Woolf y = 0,224x + 2,100 9,36-10° 4,46.10° 0,48
Eadie-Hofstee y =-3,315x + 2,040 3,32.10° 2,04.10° 0,62
Cornish-Bowen - 3,8.10° 2,3.10° 0,65
VK (%) - 64,1 48,4 11,6
Tab. 38: Kinetische Parameter in Abhangigkeit von der Darstellungsform fir Ethylphenylacetat in

Humanplasma

Darstellungsform Graf der linearen Regression K, Vmax Vimax /Km
[mol /L] [mol /min-g Protein] [L /min-g Protein]
Lineweaver-Burk y =3,814x + 0,681 5,60-10° 1,47-10° 0,26
Hanes-Woolf y =0,607x + 3,902 6,43.10° 1,65-10° 0,26
Eadie-Hofstee y =-4,690x + 1,276 4,69-10° 1,28-10°° 0,27
Cornish-Bowen - 4,1.10° 1,2.10° 0,29
VK (%) - 19,7 14,4 5,9
Tab. 39: Kinetische Parameter fiur Phenylacetat in Humanplasma in Abhé&ngigkeit vom
Tangentenanstieg
mittlere Km Vinax Vinax IKm
Tangentenfunktion [mol /L] [mol /min-g Protein] [L /min-g Protein]
t; = 0.00 min y =1.5537x + 0.5935 2,62-10° 1,68-10° 0,64
t; = 0.10 min y =1.6812x + 0.6111 2,7510° 1,64-10° 0,59
ti = 0.20 min y = 1.8185x + 0.6288 2,98.10° 1,59.10° 0,55
t; = 0.50 min y =2.2981x + 0.6816 3,37.10° 1,47-10° 0,44
VK (%) - 11,3 5,9 16,0
Tab. 40: Initialgeschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse von Ethylvalerat und -isovalerat in

Rattenplasma in Abhangigkeit von der Enzymkonzentration

v; [10™® mol /L *min]

Ethylvalerat Ethylisovalerat
So [mmol/L] Plasma 1:50 Plasma 1:10 Plasma un- Plasma 1:50 Plasma 1:10 Plasma un-

verdunnt verdunnt verdinnt verdinnt verdinnt verdinnt
0,53 11,5 35,0 2155 k. A. 3,38 17,13
1,31 k. A. k. A. 398,5 k. A. k. A. k. A.
2,10 k. A. k. A. 748,9 k. A. k. A. k. A.
3,00 41,9 137,0 786,1 8,01 13,11 97,15
5,50 42,9 220,0 k. A. 13,08 24,02 129,43
8,02 73,4 256,8 k. A. 17,52 33,43 172,02
10,50 64,9 264,9 k. A. 21,90 35,44 k. A.
11,10 63,2 248,0 k. A. 24,05 43,68 k. A.
14,97 k. A. k. A. k. A. 25,30 49,03 k. A.

15,20 69,4 268,3 k. A. k. A k. A. k. A.

(=1
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\") Biologisches Material und pharmakokinetische Parameter

Tab. 41: Hydrolyseaktivitat von Rattenplasma in Abhangigkeit von der Lagerdauer

Substrat (Sp = 0,25 mM)  spezifische Hydrolyseaktivitat H, [10'6 mol /min g Protein]

Pool-Nummer (r) 015.002 (r) 015.004 (r) 001.703 (w26) (r) 012.001 (w21)
Lagerdauer Hfrisch* (1 h bei 4°C) 26 Wochen bei —-84°C 21 Wochen bei —-84°C
Phenylacetat 99,2 +1,3 (n =5) 93,4+1,2(n=5) 87,6 £2,88 (n=4) 75,8 +£3,9 (n=4)
Ethylheptanoat 25,7+7,6 (n=5) 18,7+ 1,8(n=5) 18,3+ 0,08 (n = 5) 71+1,7 (n=4)
Ethyltiglat 0,298 +0,036 (n=4) 0218+0,019(n=4) 0,169+0,114(n=3) 0,147 + 0,060 (n = 4)
Benzyltiglat 0,515+ 0,079 (n=4) 0,338+0,033(n=4) 0,302+0,005(n=4) 0,126 + 0,021 (n = 4)
Tab. 42: Hydrolyseaktivitat von Humanplasma in Abhangigkeit von der Lagerdauer

Substrat (So = 0,25 mM)  spezifische Hydrolyseaktivitat H, [10° mol /min g Protein]

Pool-Nummer (h) 014.704 (h) 020.504 (h) 014.704 (w8) (h) 020.504 (w12)
Lagerdauer H»frisch (1 h bei 4°C) 8 Wochen bei —84°C 12 Wochen bei —-84°C
Phenylacetat 92,4 +3,5(n=4) 75,1+£6,0 (n=4) 66,9+ 3,0(n=4) 63,5+0,6 (n=4)
Ethylheptanoat k. A. 0,039 £ 0,006 (n =4) 0,041 £ 0,007 (n=4) k. A.

Ethyltiglat k. A 0,030+0,004 (n=4)  0,012+0,001(n=4) kA

Benzyltiglat k. A. 0,010+0,001 (n=4) 0,009+0,002(n=4) kA

Tab. 43: Substratumsatz von Phenylacetat in Rattenplasma (,frisch®; 1:100 verdinnt) in

Abhangigkeit von der Lagerdauer

Lagerdauer bei 4°C Substratumsatz [%] Substratumsatz [umol /L je min]
1,00 h 926 (n=1) 579 (n=1)

1,25 h 93,1(n=1) 58,2 (n=1)

1,50 h 939(n=1) 58,7 (n=1)

3,00 h 93,0(n=1) 58,1 (n=1)

12,00 h 95,7 (n=1) 59,8 (n=1)

Blindwert in Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4) 2,20+ 1,63 (n=5) 5,40 £ 4,07 (n=5)

Reaktionsdauer 4 min, So = 0.25 mM
Plasma-Pool (r) 015.004

Tab. 44: Spezifische Hydrolyseaktivitat kinstlicher und physiologischer Korperflissigkeiten
anhand von Ethyltiglat, Benzyltiglat und Phenylacetat

So=0,25 mM spezifische Hydrolyseaktivitat H, spe:. [10'6 mol /min * g Protein]

Hydrolysemedium Ethyltiglat Benzyltiglat Phenylacetat

Kiinstliche Magenfliissigkeit (pH 1,2) < 0,0043 +0,0000 (n = 4) <0,0043+0,0000 (n=4) k.A.

Humanplasma ,frisch“ (h)020.504 0,0301 £ 0,0044 (n = 4) 0,0100 £ 0,0010 (n = 4) 63,5+ 0,6 (n=4)

Rattenplasma ,frisch” (r))015.002 0,2983 + 0,0359 (n = 4) 0,5151+0,0791 (n = 4) 98,5+0,8 (n=4)

Rattenplasma ,frisch” (r))015.004 0,2182 +0,0189 (n =4) 0,3380 + 0,0325 (n = 5) 93,4+1,2(n=4)

S9-Fraktion (Ratte) (s9)003.605 164,3+4,9 (n=4) 168,1+ 14,2 (n=4) k. A.

(19 Monate bei —84 °C gelagert)
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Tab. 45: Spezifische Hydrolyseaktivitdt von Humanplasma bei der enzymatischen Hydrolyse von
Carbonsaureestern in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration

spezifische Hydrolyseaktivitat H, [10™° mol /min * g Protein]

So Ethylpropionat ~ Ethylvalerat Ethylisovalerat Ethylheptanoat  Ethylundecanoat Ethylmyristat

0,25 mM 0,0668 + 0,0033 0,137 + 0,007 0,0414 +0,0044 0,0351+0,076 0,0107 £0,0011 (n  0,0046 + 0,0011
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) = 4) (n=4)

0,50 mM 0,095 + 0,007 0,213 £0,014 0,0468 + 0,0080 0,052 + 0,009 0,0161 £ 0,0043 (n  0,0051 + 0,0016
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) =4) (n=4)

0,75 mM 0,127 + 0,007 0,254 + 0,020 0,0580 + 0,0077 0,063 + 0,008 0,0178 £ 0,0059 (n  0,0032 + 0,0007
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) =4) (n=4)

1,00 mM 0,143 £ 0,013 0,297 + 0,046 0,0393 + 0,0099 0,087 + 0,008 0,0178 £ 0,0052 (n  0,0039 + 0,0004
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) =4) (n=4)

1,25 mM 0,178 £ 0,013 0,323 £ 0,008 0,0634 + 0,0052 0,085 + 0,007 0,0257 £ 0,0024 (n  0,0036 + 0,0005
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) = 4) (n=4)

1,75 mM 0,194 + 0,005 0,360 + 0,016 0,0601 +0,0043 0,107 + 0,005 0,0296 + 0,0047 (n  0,0045 + 0,0012
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) = 4) (n=4)

2,50 mM 0,237 + 0,006 0,423 £ 0,018 0,0715+0,0069 0,135 + 0,007 0,00223 £ 0,0062  0,0055 + 0,0014
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

So Ethyltiglat Ethylphenylacetat Ethylsalicylat Benzyltiglat Benzylphenylacetat Benzylsalicylat

0,25 mM 0,0125+0,0009 0,052 + 0,004 <12,1 uM 0,014 £ 0,002 0,608 + 0,036 0,010 £ 0,001
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,50 mM 0,0133+0,0011 0,088 +0,018 <12,1 uM 0,033 £ 0,001 1,194 £ 0,184 0,023 £ 0,003
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,75 mM 0,0170+0,0012 0,126+ 0,013 <12,1 uM 0,046 + 0,002 1,702 £ 0,259 0,027 + 0,002
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,00 mM 0,0193 £ 0,0006 0,170 + 0,022 <12,1 uM 0,057 + 0,002 2,129 + 0,421 0,036 = 0,008
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,25 mM 0,0192+0,0018 0,204 £ 0,015 <12,1 uM 0,076 + 0,001 2,277 £ 0,209 0,044 £ 0,005
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,75 mM 0,0221 £ 0,0007 0,263 £ 0,017 <12,1 uM 0,093 £ 0,002 3,149 +£ 0,527 0,052 £ 0,003
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

2,50 mM 0,0251 +0,0014 0,976 + 0,060 <12,1 uM 0,153 £ 0,008 3,655 £ 0,394 0,066 + 0,009
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

So Ethylcinnamat Methyloctanoat Isoamylbutyrat So Phenylacetat

0,25 mM 0,0066 + 0,0006 0,034 + 0,004 0,644 + 0,012 0,25 mM 66,9 + 3,0
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,50 mM 0,0073 + 0,0006 0,042 + 0,008 1,205 + 0,042 0,50 mM 130,6 + 3,9
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,75 mM 0,0095 + 0,0008 0,060 + 0,016 1,271 + 0,280 k. A. k. A.
(n=4) (n=4) (n=4)

1,00 mM 0,0105 + 0,0003 0,062 + 0,010 1,751 £ 0,171 1,00 mM 273,1+2,1
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,25 mM 0,0104 + 0,0013 0,080 + 0,010 2,301 £ 0,082 2,00 mM 496,0 + 10,9
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,75 mM 0,0094 + 0,0005 0,125+ 0,023 3,413+0,110 3,00 mM 745,2 £55,0
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

2,50 mM 0,0098 + 0,0007 0,183 + 0,042 4,281 + 0,245 4,00 mM 865,5 + 24,6
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
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Tab. 46: Halbwertzeit von Carbonsaureestern bei der enzymatischen Hydrolyse in Humanplasma
in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration

Halbwertzeit t1/2 [min]

So Ethylpropionat  Ethylvalerat Ethylisovalerat Ethylheptanoat  Ethylundecanoat Ethylmyristat

0,25 mM 18,67 + 0,90 9,70+ 1,20 36,17 £ 3,39 45,04 +7,83 168,6 + 18,6 341,0£72,7
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,50 mM 29,08 + 0,87 13,56 £ 0,82 66,23 + 5,72 68,11 + 11,26 212,4+264 690,5 + 162,4
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,75 mM 35,50 + 1,46 17,52 + 1,02 82,37 + 3,22 91,83 £ 15,05 321,3+£51,1 1127,1 £ 459,5
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,00 mM 41,27 + 0,86 20,31+ 0,67 126,46 £ 23,15 87,94 + 4,90 373,7+459 1646,2 £ 173,3
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,25 mM 44,08 + 4,64 24,72 +£ 0,47 121,19 £ 13,39 113,39 £ 7,47 391,3+£20,7 1877,3 £ 288,8
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,75 mM 57,30 + 1,22 32,34 +1,03 197,21 £12,25 123,01 £7,43 461,6 + 65,6 2310,5+0,0
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

2,50 mM 68,31+ 1,28 40,50 + 1,27 239,18 + 29,34 146,45 £ 9,97 778,0 £ 349,4 3176,9 £ 577,6
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

So Ethyltiglat Ethylphenylacetat Ethylsalicylat Benzyltiglat Benzylphenylacetat Benzylsalicylat

0,25 mM 141,0+7,5 25,01+ 1,61 n.m. 115,8 + 11,1 1,44 £0,17 192,3+24,5
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,50 mM 276,6 + 28,4 30,30 £ 1,12 n.m. 95,0+2,4 1,76 £ 0,34 170,0 + 26,6
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,75 mM 352,9+29,7 34,17 £ 1,09 n.m. 104,8 £ 5,2 1,94 £0,14 214,2+16,0
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,00 mM 402,1+11,3 32,71 £ 1,47 n.m. 131,0+£6,4 2,19+ 0,36 229,3+41,6
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,25 mM 478,6 + 19,1 38,28 + 3,92 n.m. 103,9+2,3 2,68 £ 0,40 230,9 + 54,1
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,75 mM 617,0+26,3 40,75+ 2,29 n.m. 1244 +28 2,51+0,46 296,0 £ 60,8
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

2,50 mM 7750+ 71,0 39,17 +2,58 n.m. 102,8+8,3 4,00 £ 0,57 279,5+27,6
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

So Ethylcinnamat Methyloctanoat Isoamylbutyrat So Phenylacetat”

0,25 mM 232,4 +41,7 47,66 + 3,28 0,75+0,13 0,25 mM 0,80 + 0,23
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,50 mM 387,0+32,3 77,27 £1,87 1,14 +£0,14 0,50 mM 0,91+0,15
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,75 mM 525,3 + 39,3 94,74 £ 7,19 2,62+ 0,50 k. A k. A.
(n=4) (n=4) (n=4)

1,00 mM 661,6 + 36,4 112,07 £ 6,55 2,47 +£0,25 1,00 mM 0,67 + 0,05
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,25 mM 849,2 +104,4 116,17 £ 10,28 2,59+0,14 2,00 mM 1,13 £ 0,07
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,75 mM 1213,0+115,5 105,38 + 22,61 2,21+0,14 3,00 mM 1,15+£0,23
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

2,50 mM 1732,9+0,0 107,96 £ 17,26 2,87+ 0,36 4,00 mM 2,06 + 0,21
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

14 Hydrolyse in 1:100 verdiinntem Humanplasma
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Tab. 47: Spezifische Initialgeschwindigkeit vi spe,. von Humanplasma bei der enzymatischen
Hydrolyse von Carbonsaureestern in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration

Spezifische Initialgeschwindigkeit vj spez. [10_6 mol /L * Protein]

So Ethylpropionat  Ethylvalerat Ethylisovalerat Ethylheptanoat  Ethylundecanoat Ethylmyristat

0,25 mM 0,0919 £ 0,0039 0,1890 + 0,0215  0,0493 + 0,0072 0,042 + 0,005 0,0113 +0,0012 0,0041 + 0,0014
(n=4) (n=4) (n=5) (n=5) (n=4) (n=4)

0,50 mM 0,1234 £ 0,0057 0,2840 +0,0267  0,0555 + 0,0072 0,058 + 0,008 0,0197 + 0,0022 0,0044 + 0,0020
(n=4) (n=4) (n=4) (n=6) (n=4) (n=4)

0,75 mM 0,1568 + 0,0058 0,3192+0,0154  0,0637 £ 0,0028 0,060 + 0,019 0,0195 + 0,0034 0,0027 + 0,0004
(n=4) (n=4) (n=4) (n=5) (n=4) (n=4)

1,00 mM 0,1707 £ 0,0035 0,3715+0,0252  0,0687 + 0,0066 0,083 + 0,015 0,0216 + 0,0034 0,0037 + 0,0006
(n=4) (n=4) (n=4) (n=5) (n=4) (n=4)

1,25 mM 0,2080 + 0,0235 0,3710+0,0069 0,0665 + 0,0054 0,090 + 0,006 0,0257 + 0,0026 0,0029 + 0,0007
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,75 mM 0,2185+0,0018 0,4019+0,0245 0,0593 +0,0035 0,114 + 0,005 0,0304 + 0,0056 0,0032 + 0,0009
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

2,50 mM 0,2555 +0,0066 0,4541+0,0214 0,0679 +0,0032 0,144 £0,013 0,203 £ 0,0095 0,0059 + 0,0025
(n=4) (n=4) (n=5) (n=4) (n=4) (n=4)

So Ethyltiglat Ethylphenylacetat Ethylsalicylat Benzyltiglat Benzylphenylacetat Benzylsalicylat

0,25 mM 0,0139 £ 0,0008 0,0661+0,0071 <12,1uM 0,0141+0,0010 1,519 +0,343 0,0106 + 0,0017
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,50 mM 0,0120 +0,0007 0,1203 +0,0028 <12,1 uM 0,380 + 0,0007 2,202 + 0,453 0,0250 + 0,0030
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,75 mM 0,0171 £0,0019 0,1711+£0,0043 <12,1uM 0,0533 + 0,0024 3,042 + 0,602 0,0305 + 0,0013
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,00 mM 0,0199 +£ 0,0006 0,2367 +0,0175 <12,1uM 0,0675 + 0,0042 3,937 £ 0,717 0,0384 + 0,0056
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,25 mM 0,0193 £ 0,0014 0,2577 £0,0183 <12,1uM 0,0887 + 0,0015 3,971 + 0,430 0,0515+ 0,0100
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

1,75 mM 0,0226 +0,0011 0,3306 +0,0240 <12,1uM 0,1063 + 0,0025 4,786 + 0,243 0,0567 + 0,0075
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

2,50 mM 0,0224 £ 0,0023 0,4797 £0,0343 <12,1uM 0,1596 + 0,0324 5,311 + 1,045 0,0673 + 00,0136
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

So Ethylcinnamat Methyloctanoat Isoamylbutyrat So Phenylacetat

0,25 mM 0,0075+0,0010 0,0397 +0,0007 3,510+ 1,238 0,25 mM 143 +12
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,50 mM 0,0083 £ 0,0004 0,0477 +0,0049 3,552 +0,415 0,50 mM 218 + 31
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

0,75 mM 0,0092 +0,0014 0,0624 +0,0076 2,409 + 0,580 k. A. k. A.
(n=4) (n=4) (n=4)

1,00 mM 0,0105+0,0009 0,0677 +0,0032 3,175+ 0,368 1,00 mM 358 + 21
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(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
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(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
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Abb. 92: Spezifische Hydrolyseaktivitdit H,, spezifische Initialgeschwindigkeit Vigpe, sowie

Maximalgeschwindigkeit V,.x von Humanplasma bei der enzymatischen Hydrolyse von
Ethylestern in Abhangigkeit von der Substratanfangskonzentration
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