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Ist 2-(4-Hydroxyphenoxy)-2-methyl-propionsiure ein Metabolit des

Lipidsenkers Ciprofibrat? +* ™

Herbert Oelschldger*, Dietrich Rothley, Karl-Heinz Hellwich und Wolfgang Schmidt

Institut fiir Pharmazeutische Chemie der Johann Wolfgang Goethe-Universitiit Frankfurt a.M., Georg-Voigt-Str. 14, D-6000 Frankfurt a.M.

Eingegangen am 12. August 1988

Nach oraler Gabe von Ciprofibrat (1) an Probanden (n = 5) findet sich im
frisch gelassenen Harn nur dessen Glukuronid, kein 1 und nicht die 2(4-Hy-
droxyphenoxy)-2-methyl-propionsture (3), deren Bildung aus 1 auch bioche-
misch nicht interpretierbar wire. Somit mu8 das von anderen Autoren® be-
richtete Auftreten von 3 im Harn von Probanden kormrigiert werden.

Pharmacokinetics of Hypolipidemic Agents, V: Is 2-(4-Hydroxyphen-
oxy)-2-methyl-propionic Acid a Metabolite of the Hypolipidemic Agent
Ciprofibrate (2-(4<(2,2-Dichlorocyclopropyl)-phenoxy)-2-methylpro-
panoic Acid)?

After oral administration of Ciprofibrate (1) to volunteers (n=5) only its glu-
curonide, but no 1 and no 2-(4- Hydroxyphenoxy)-2-methyl-propionic acid
(3) could be detected in the fresh urine. Its formation from 1 seems to be im-
possible on the basis of established biochemical reactions. Therefore, its pre-
sence in the urine of volunteers reported by other authors® is refuted.

Der Lipidsenker Ciprofibrat (1, Lipanor®) befindet sich in
Frankreich seit dem Jahre 1985 im Handel. Im Vergleich zu
Clofibrat ist 1 aufgrund von Versuchen mit hyperlipiddmi-
schen Ratten etwa 100mal wirksamer ». AuBerdem inhibiert
1 nicht die hormonabhingige Lipase.
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Abb. 1: Biotransformationsschema
von Ciprofibrat nach®
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Nach konservativer Schitzung sind bisher ca. 500000 Pa-
tienten erfolgreich mit dem Priparat behandelt worden 2,
Nebenwirkungen, wie Myalgien, Alopezien und Allergien
wurden sehr selten gemeldet®. Klinische Studien iiber 2-7
Jahre zeigten, daB die Einmaldosierung mit 100 mg Ciprofi-
brat tiglich bei guter Vertriglichkeit zu einer anhaltenden
Senkung des Cholesterol- und Triglyceridspiegels fiihrt .
Die Senkung des Cholesterolspiegels betrug nach einem
Jahr im Durchschnitt 25%, diejenige des Triglyceridspiegels
30-40%.

Bei Versuchen zur Klidrung der Biotransformation des Ci-
profibrat hatten Beyer und Stddter) den Hamn eines
Patienten, dem tiglich 100 mg Ciprofibrat als Kapsel
verabfolgt worden waren, nach Extrelut®-Separation durch
GC/MS analysiert. Sie identifizierten unverdndert ausge-
schiedenes 1 und als einzigen Metaboliten 4-(2,2-Dichlor-
cyclopropyl)-phenol (2) (Abb. 1). Bei weiteren Versuchen
erhielt ein anderer Proband 200 mg 1, und im 3-Tage-Sam-
melharmn wurde das Metabolitenspektrum iiber das Baker-
Extraktions-System mit MS-Identifizierung bestimmt®.
57.6% der applizierten Dosis wurden als unveriindertes 1
und 31.6% in konjugierter Form (Glukuronid/Sulfat) gefun-
den. Fermmer wurde zu 8.8% als Metabolit 2-(4-
Hydroxyphenoxy)-2-methyl-propionsdure (3) identifiziert
(Abb. 1). In "duBerst geringen Konzentrationen" lagen
ferner vor: 2-(4-(2,2-Dichlorcyclopropyl)-phenoxy)-propan
(4), 2-(4-(2-Chlorcyclopropyl)-phenoxy)-2-methyl-propion-
sdure (5) und 2-(4-(2,3-Cyclopropenyl)-phenoxy)-propion-
sdure (6) (vgl. Abb. 1). 2 wurde als mogliches Artefakt
charakterisiert. Referenzsubstanzen mit physikalischen
Konstanten wurden von Stddter® nicht angegeben. Seine
Strukturzuordnungen basieren lediglich auf spektroskopi-
schen Befunden, meistens auf der MS von Derivaten, z.B.
der Methylester. Abb. 1 orientiert iiber das von Stddter® im
Hamn gefundene vielfiltige Metabolitenmuster. Im Blutse-
rum konnte von ihm nach Gabe von 200 mg 1 nur Ciprofi-
brat detektiert werden.

Unsere Untersuchungen an 5 gesunden miénnlichen Pro-
banden, die zwei Kapseln Ciprofibrat (100 mg) erhalten
hatten, ergaben iiberraschender Weise ein ganz anderes Me-
tabolitenspektrum im Harn. Die Trennung erfolgte durch
HPLC und die Detektion mit einem UV-Detektor (230 nm).
Im Hamn aller Probanden fanden wir in Ubereinstimmung
mit Edelson et al.” lediglich 1-Glukuronid. Das ggf.
nephrotoxisch wirkende 2 konnte auch mit Hilfe des hoch-
empfindlichen amperometrischen Detektors (+ 1V, selbstge-
fertigte Kohlepasten-Elektrode) nicht nachgewiesen
werden. Als Etherglukuronid lag 2 nicht im Hamn vor. Auch
3 wurde schon bei Vorversuchen nicht beobachtet®. Die
skizzierten erheblichen Widerspriiche konnten z.T. bereits
von uns geklirt werden. 4-(2,2-Dichloryclopropyl)-phenol
(2) ist mit Sicherheit ein Artefakt®, entstanden bei der
Analyse durch Saurespaltung bzw. Thermolyse, keinesfalls
durch Enzymeinwirkung, fiir die auch aufgrund bisher ge-
wonnener Erkenntnisse keine theoretisch begriindete Mog-
lichkeit besteht. Bekanntlich fordert die zuerst von Mac
Mahon” postulierte oxidative Entalkylierung, daB dem Sau-
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Abb. 2: Biotransformation eines Meclozinderivats nach '

erstoffatom eine Methin- oder Methylengruppe benachbart
ist, eine wegen des quartiiren C-Atoms in 1 nicht erfiillte
Voraussetzung. Es soll nicht verkannt werden, daB in selte-
nen Fillen auch bei Vorliegen eines quartéiren C-Atoms, so
z.B. bei einem Meclozinderivat mit tert. Butylrest, die Ab-
spaltung einer Methylgruppe gemif Abb. 2 beobachtet
worden ist '%, Bei Ubertragung dieses Mechanismus auf die
Biotransformation von 1 wire die Bildung von 2 grundsitz-
lich verstindlich. Aber es entsteht aus dem Meclozinderivat
als Folge der Cytochrom P-450-Oxidation ein Halbaminal,
wiihrend beim Ciprofibrat ein Halbacetal gebildet werden
miiBte. Fiir die Halbacetalbildung nach Elimination der Me-
thylgruppe vom quartiren C-Atom gibt es jedoch in der
Literatur keine Stiitze. So fanden Brodie et al.') nach Gabe
des Lipidsenkers Fenofibrat an Probanden nicht das Phenol
als Spaltprodukt der -O-C-Bindung eines Halbacetals.
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Das von Beyer und Stddter”’ im Sammelharn bestimmte
freie Ciprofibrat ist, wie wir festgestelit haben #), durch das
Stehen des Untersuchungsmaterials {iber 3 Tage infolge der
Anwesenheit von B-Glukuronidasen im Sammelham durch
Spaltung des 1-Glukuronids entstanden.
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Abb. 3 : Synthese von 3

Die Biosynthese der 2-(4-Hydroxyphenoxy)-2-methyl-
propionsiure (3) erfordert als Intermediat ein Arenoxid mit
NIH-shift, damit die C-C-Bindung gelést werden kann®.
Ein solcher shift ist bisher, auler fiir H, 3H und D, nur fiir
Chlor- und Bromatome sowie fiir die Methylgruppe¢ beob-
achtet worden, keinesfalls fiir den voluminésen o, o-Di-
chlorcyclopropylrest. Wir vermégen die Bildung von 3 aus
1 also weder biochemisch noch chemisch zu deuten. Die
letztere Aussage stiitzt sich v.a. auf die Behandlung von 1
mit verd. Sduren und Laugen iiber 10-15 min bei 20°C, bei
der wir dc zwar mehrere Zersetzungsprodukte, aber nicht 3
feststellten.

Zur Klirung dieser Problematik bhaben wir 3 als
Referenzsubstanz auf folgendem Weg synthetisiert (Abb.
3). Die zweistufige Synthese wird trotz eines
Eduktverhiltnisses Hydrochinon:2-Brom-2-methyl-propion-
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siure-ethylester = 1 : 0.7 durch die Bildung von Polymeri-
saten und Nebenprodukten erschwert. Vornehmlich tritt der
2,2’-(4-Phenylen-dioxi)-bis-(2-methyl-propionséure-ethyl -
ester) (7) vom Schmp. 79.5 - 80.5 °C auf (ca. 23%). Nach
mehreren Vorversuchen gelang die Umsetzung in ca.
20stdg. Reaktion in CH3CN/K;CO;. Nach Chromatographie
erhielt man den reinen 2-(4-Hydroxyphenoxy)-2-methyl-
propionsiure-ethylester (8) vom Schmp. 83.5 - 84.5°C
(35%), dessen alkalische Hydrolyse 92% 3 vom Schmp.
161.5 - 162.5 °C gab. Die von Newman und Cella'® modifi-
zierte Synthese des 3-Ethylesters durch Umsetzung in
DMSO unter Zusatz von NaH ergab bei der Nacharbeitung
nicht die mitgeteilte Ausbeute (38% statt 56%); 7 fiel zu
10% an.

Analog den Untersuchungen von Stddter® verabfolgten
wir dann 5 ménnlichen Probanden morgens 2 x 100 mg 1 in
Kapseln. Die Untersuchung des 2-Tage-Sammelharns aller
5 Probanden auf 3 gestaltete sich duBerst schwierig, weil 3
im verwendeten System nur eine relativ kurze Retentions-
zeit von ca. 23 min hat und, wie Abb. 4a und 4b ausweisen,
damit im Bereich der Retentionszeiten vieler unbekannter
physiologischer Komponenten des Harns auftritt. Ein
brauchbares "analytisches Fenster” konnte schlieBlich
dadurch geschaffen werden, daB mittels einer speziellen
Probenvorbereitung (C,g-Kartusche) der polare Anteil des
Eluats weitgehend beseitigt und der lipophile Anteil durch
Variation des Eluens auf der Kartusche zuriickgehalten
wurde (Abb. 4b). Durch Vergleichsversuche mit der Refe-
renzsubstanz 3, die jener Fraktion des Kartuscheneluats zu-
gesetzt wurde, in der nach Vorversuchen 3 auftritt, konnten
wir sicherstellen, daB, wenn {iberhaupt, 3 bestenfalls in
Mengen <0.5% gebildet wird. Abb. 4c¢ veranschaulicht
einen solchen Zusatzversuch mit jener Menge 3, die sich
aufgrund einer hypothetischen Umwandlung von ca. 10% 1
in 3 ergeben wiirde. Der Peak nach 23.17 min ist uniiber-
sehbar. Es muB ausdriicklich festgehalten werden, daB
unsere Untersuchungen keinen Anhalt dafiir bieten, da8 3
entsteht. Aufgrund der Elutionsbedingungen erscheint in
dieser Fraktion Ciprofibrat (1) nicht.

Abb. 4a: Chromatogramm einer Lsung von 3. b: Chro-
matogramm eines Hams nach Gabe von 1 und Glusula-
se-Behandlung (pH 6.8). c: Chromatogramm eines
Hams nach Gabe von 1, Glusulase-Behandlung
(pH 6.8) und Zugabe einer berechneten Menge 3



340

Durch Spaltungsversuche mit p-Glukuronidase (EC
3.2.1.31) verschiedener Herkunft' und variiertem pH,
niamlich aus E. coli (Sigma G 1758) bei pH 6.8 und aus
Helix pomatia (Sigma G 1512) bei pH 5.0, konnte 3 nicht
nachgewiesen werden. Von den zwei B-Glukuronidasen
besitzt G 1512 auch Sulfataseaktivitit. Die Empfindlichkeit
des Nachweises von 3 betrigt ca. 0.25%, bezogen auf die im
gleichen Zeitraum ausgeschiedene Menge 1.

Die weitere Untersuchung der 5 Probandenharne ergab als
einziges Ausscheidungsprodukt von Ciprofibrat (1) im Harn
in Ubereinstimmung mit unseren friheren Untersuchun-
gen ¥ und den Befunden von Edelson ? 1-Glukuronid. 3
entsteht also nicht als Metabolit des Ciprofibrat (1)

Die bisher von uns mitgeteilten Biotransformations-
befunde lassen mit Sicherheit den Schlufl zu, daB Cipro-
fibrat (1) nicht zuletzt aufgrund des fiir die Arzneistoffche-
mie neuartigen ¢, o-Dichlorcyclopropylrestes metabolisch
duBerst stabil ist. Dafiir sprechen auch die folgenden in-
vitro-Versuche: In Sorensen Phosphatpuffer pH 7.4 mit
Cofaktoren wurden der 10.000 x g Uberstand des
Rattenleberhomogenats und Ciprofibrat (1) inkubiert und
1 h bei 37°C gehalten. Das Cytochrom P-450-System der
Ratte war vorher durch Zugabe von 0.1% Phenobarbital
zum Trinkwasser induziert worden. Im iibrigen wurde in der
bekannten Versuchsanordnung gearbeitet'®. Nach O min,
15 min und 30 min wurde eine Probe gezogen und der
HPLC-Analytik (UV-Detektor 230 nm) zugefiihrt. Es resul-
tierte kein Hinweis auf eine metabolische Verdnderung von
1, da nur der Edukt-Peak in gleichbleibender Hohe beob-
achtet wurde. Auch 1-Glukuronid wurde nicht weiter bio-
transformiert. Entspr. Versuche mit dem 10.000 x g Uber-
stand unter Zusatz von Glutathion und Glutathion-S-Trans-
ferase (EC 2.5.1.18) ergaben keine Bildung des Glutathion-
konjugats, wohl aber trat nach Zugabe von UDP- Glukuron-
sdure und Glukuronyltransferase (EC 2.4.1.17) die Bildung
des 1-Acylglukuronids ein.

Laufende Untersuchungen gelten der Frage, ob die in
Abb. 1 aufgrund von Massenspektren postulierten Metabo-
lite 4, 5 und 6 sich gegen die von uns erstmals synthetisier-

ten Referenzsubstanzen als Realitiit erweisen.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bonn-Bad Godes-
berg, und dem Fonds der Chemischen Industrie, Frankfurt a. M., fiir finan-
zielle Unterstiitzung.

Experimenteller Teil

1. Synthese der 2-(4-Hydroxyphenoxy)-2-methyl-propionsdure (3)
1.1 2-(4-Hydroxyphenoxy)-2-methyl-propionsiure-ethylester (8)

In einem 100 ml-Dreihalskolben werden nach Spiilung mit N; unter N»-
Zuleitung 4.9 g (= 44.5 mmol) Hydrochinon in 50 ml Acetonitril gelist.
Die Auflosung kann durch Erwirmen auf 50 °C beschleunigt werden. Dann
erfolgt unter kriftigem Rijhren die Zugabe von 6.2 g (44.9 mmol) wasser-
freiem K;CO; und 4.6 ml (= 31.3 mmol) 2-Brom-2-methyl-propionsdure-
ethylester. Man riihrt 20 h unter Riickflug, filtriert nach dem Abkiihlen und
engt das Filrat i. Wasserstrahlvak. ein. Der Riickstand wird in
CH,Cly/Ethylacetat (9 + 1) aufgenommen. Der sich dabei abscheidende
braune Feststoff wird abfiltriert und das Filtrat an 70 g Kieselgel 60 (Fiill-
hohe 55 cm, @ 2 cm) mit CH,Cly/Ethylacetat (9 + 1) chromatographiert.
Im Vorlauf wird der Hydrochinondiether 7 abgetrennt, Schmp. 79.5 -
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80.5 °C, Ausbeute 23 %.-MS (90 eV): m/z = 338 (10%,M.%), 265 (11), 224
(9), 110 (100). Es folgt der Monoether in 35proz. Ausbeute, Schmp.
83.5 — 84.5°C. Aus CH,Cl, farblose Kristalle, Schmp. 83.5 - 84.5 °C;
Lit.!?; Schmp. 85 - 86 °C.

1.2 2-(4-Hydroxyphenoxy)-2-methyl-propionsdure (3)

In einem 50 mi-Rundkolben werden 1008 mg (4.49 mmol) 2-(4-
Hydroxyphenoxy)-2-methyl-propionsiure-ethylester in 5 ml Ethanol
gelost, mit 10 ml 7.5proz. NaOH versetzt und 2 h bei Raumtemp. geriihrt.
Man sduert mit 38proz. HCl auf pH 3 an und extrahiert dreimal mit je
15 ml CHCl,. Die vereinigten Extrakte werden {iber Natriumsulfat ge-
trocknet und i. Vak. eingeengt: 504 mg farbloser Kristalle, Schmp. 161 -
162 °C. Die Nachextraktion der sauren Losung mit 2 x 20 ml Ethylacetat
ergibt weitere 311 mg schwach gelblicher Kristalle vom gleichen
Schmp., Gesamtausbeute 815 mg (92%). Durch Umkristallisieren aus
Ethylacetat erhalt man den Schmp. 161.5 - 162.5 °C, Lit.'¥: Schmp. 161.5
- 162.5 °C.-MS (90 eV): m/z = 196 (9%,M™), 151 (5), 110 (100).

2. Untersuchung des Harns
2.1 Probenvorbereitung

5 Probanden erhielten am Morgen 2 Kapseln Ciprofibrat (100 mg). Zur
Analyse gelangte ein 48 h-Harn, der mit Essigsiure auf pH 3.5 eingestellt
wurde, wodurch wihrend des Stehens der nicht-enzymatischen Spaltung
des O-Acylglukuronids vorgebeugt wird. 2 ml dieses Harns wurden mit
3 ml Phosphatpuffer (pH 6.8) bzw. 3 ml Acetatpuffer (pH 5.0), der die betr.
B-Glukuronidasen (s. 3.1) enthielt, versetzt und 2 h bei 40 °C belassen.
Nach Abkiihlen zentrifugiert man von ausgefallenen Partikeln ab, fiillt mit
gereinigtem Wasser auf ca. 9.0 ml auf und erginzt mit 10proz. H;PO, auf
10 ml. Die so erhaltene Probe (pH 3.3) wird iiber C,g-Kartuschen einer
Reinigung unterzogen. Dazu ist eine Saulenvorbereitung unverzichtbar.

2.2 Séulenvorbereitung:

Baker C;g Octadecyl (Sdulenvolumen 6 ml). — 2 Vol MeOH; 2 Vol
H3PO, 0.01%; 2 Vol Aceton; 2 Vol CH3CN; 2 Vol H3POy4 0.01%.

2.3 Mefivorgang

Auf die so vorbereitete Baker Cg-Sdule wurde die Probe (10 ml)
gegeben und zunichst mit 2 Vol H3PO, 0.01% und nachfolgend mit 2 Vol
MeOH 10% gespiilt. AnschlieBend erfolgte die Fraktionierung mit 50 proz.
Methanol. Die ersten 600 ul wurden nach Priifung verworfen. Die nichsten
700 i bildeten die 1. Fraktion, die nachfolgenden 100 pi die 2. Fraktion,
20 pl der 1. Fraktion wurden analysiert (UV-Detektor 230 nm). Das Ergeb-
nis der UV-Detektion zeigt Abb. 4 b.

Das Chromatogramm 4 ¢ wurde in der Weise gewonnen, daB der ersten
Fraktion sovi¢l Referenzsubstanz 3 zugesetzt wurde, als 10% der im Harn
ausgeschiedenen Menge Ciprofibrat als Glukuronid im gleichen Zeitraum
entsprachen.

2.4 HPLC-Parameter

Hewlett Packard 1084 B, UV-Detektor 230/540 nm. - S#ule: Nucleosil-
120-Cg-51: 250 x 4.6 mm (Knauer/Berlin). - Eluentien: A:PicA low UV
pH 3.3; B: Acetonitril (Merck/Darmstadt). ~ Gradient: 0-6 min %B = 10,
6-60 min %B = 70 (lin). — Attenuation 5.

3. Biopharmazeutische Untersuchungen

3.1 Materialien

Ciprofibrat wurde von der Fa. Winthrop zur Verfiigung gestelit und war
chromatographisch rein (DC, HPLC). Methanol und Acetonitril waren

Arch. Pharm. (Weinheim) 322, 337-342 (1989)
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HPLC-qualifiziert (Merck/Darmstadt). Das gereinigte Wasser (DAB 9)
wurde durch einen 0.2 um-Filter filtriert und zur CO,-Entfernung kurz vor
der Pufferherstellung zum Sieden erhitzt und abgekiihlt. NADP, NADH,
Glucose-6-Phosphat, Gtucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und Uridindi-
phosphoglukuronsidure (UDPGA) wurden von Fa. Boehringer/Mannheim,
Glutathion-S-Transferase (EC 2.5.1.18), reduziertes Glutathion (als freie
S#ure) und die beiden P-Glukuronidasen (EC 3.2.1.31) von Fa. Sigma Che-
mical/St. Louis, USA, bezogen. Die ibrigen Substanzen besaBen den Rein-
heitsgrad p.a. (Merck/Dammstadt). Versuchstier war eine ménnliche White-
Whistar-Ratte, 280 g, Fa. Ivanowaz/7964 Kisslegg. Die Enzyminkubatio-
nen wurden in einem Schiittelwasserheizbad der Fa. Kéttermann/Hénigsen
durchgefiihrt.

3.2 Methoden
3.2.1 Induktion des Cytochrom P-450-Systems

Zur Induktion wurde dem Versuchstier von der 96. Stunde an vor Ent-
nahme der Leber 0.1% Phenobarbital im Trinkwasser angeboten.

3.2.2 Herstellung der Puffer und Cofakioriésungen

3.2.2.1 Tris-KCI-Puffer pH 7 4

Tris (= Trishydroxymethylaminomethan)  3.033 g
Kaliumchlorid 1.150g
konz. Salzsture (36%) 175 ml
gereinigles Wasser ad 100.0 ml
3.2.2.2 Phosphat-Puffer (1/115 M) pH 7.4
Na,HPO, x 12 H,0 1910 g
KH,PO, 0179 g
gereinigtes Wasser ad 100.0 ml
3.2.2.3 Phosphat-Puffer pH 6.5
KH,PO, 1.361 g
Natriumhydroxid 0.101 g
gereinigies Wasser ad 100.0 mi
3.2.2.4 Cofaktorldsung fir Cytochrom P-450
NADP 77 mg
Glucose-6-Phosphat 152 mg
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 50 u
Magnesiumchlorid 952 mg
Phosphatpuffer pH 7.4 ad 10.0 ml

3.2.2.5 Cofaktoriisung fiir die Kopplung mit Glutathion

Glutathion-S-Transferase (EC 2.5.1.18)  50.0 mg (=425u)
reduziertes Glutathion 500 mg
Phosphatpuffer pH 6,5 ad 5.0 ml

3.2.2.6 Cofakiorldsung fiir die Kopplung mit Glukuronsdure

Uridindiphosphoglukuronséure (UDPGA)
Magnesiumchlorid
Phosphatpuffer pH 7.4

3.5 mg (=5 pmol)
4,76 mg
ad 10.0 ml

3.2.3 Herstellung des 10.000 x g-Uberstandes

Die Ratte wurde durch Genickschlag getdtet, Nach kurzem Ausbluten
wurde die Leber entnommen, in eiskaltem Tris-KC]-Puffer (pH 7.4) gewa-
schen, fein geschnitten und in einem dem Lebergewicht entsprechenden
Volumen Tris-KC)-Puffer mit einem Potter-Elvehjem-Homogenisator
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homogenisiert. AnschlieBend wurde mit Tris-KCl- Puffer so aufgefiillt, daB
in 2 ml Homogenisat 1 g Frischleber enthalten war. Das Homogenisat
wurde bei 0-4 °C und 10.000 x g 20 min zentrifugiert. Der Ubersiand
diente der Inkubation.

3.2.4 Gehaltsbestimmung von Cytochrom P-450

Fiir die Messung der Cytochrom P-450 Differenzspektren wurde 1 ml
(= 0.5 g Leber) des 10.000 x g Uberstandes mit 4 ml Tris-KCl-Puffer (pH
7.4) verdiinnt. Nach Einleiten von Kohlenmonoxid (30 s) wurden je 2.5 ml
der verdiinnten Suspensionen in zwei Kiivetten pipettiert. Der Inhalt der
Probekiivette wurde mit 10 mg Na,S,0y4, derjenige der Vergleichskiivette
mit 10 mg NADH reduziert. AnschlieBend erfolgte an einem Shimadzu-
UV-Zweistrahl-Photometer die Aufzeichnung des Differenzspektrums. Aus
der Extinktion bei 449 nm, die 0.204 betrug, wurde nach Maze!'> der Cy-
tochrom P-450-Gehalt der induzierten Rattenleber zu 2.24 - 10 mol =
22,4 nmol Cytochrom P-450 pro g Lebergewebe berechnet.

3.2.5 Inkubationsansdtze mit dem 10.000 x g-Uberstand

Als Substratlosung diente fiir Ciprofibrat eine 1proz. Losung in Metha-
nol. Ciprofibratglukuronid wurde den Inkubationsansitzen als Bestandteil
eines Probandenurins zugesetzt, der 5 h nach oraler Applikation von
200 mg 1 gelassen worden war und It. HPLC-Analyse 20 pg Ciprofibrat-
glucuronid/ml enthielt. Der mit 0.5proz. Essigsiure angesduerte Urin
wurde mit 10proz. NaOH tropfenweise unter Rihren und gleichzeitiger
Messung mit einer Glaselektrode auf pH 6.5 (fiir die Glutathionkonjuga-
tion) bzw. pH 7.4 (fiir die Untersuchung des oxidativen Metabolismus) ¢in-
gestellt. Die einzelnen Bestandteile der Inkubationsanséitze wurden in der
angegebenen Reihenfolge in 20 mi-Weithals-Erlenmeyerkolben (Untersu-
chung des oxidativen Metabolismus) bzw. 35 ml-Reagenzglaser (Untersu-
chung der Glutathionkonjugation) pipettiert, die in einem auf 37 °C tempe-
rierten Schiittelwasserbad vorgewarmt worden waren.

3.2.5.1 Inkubationsansatz zur Untersuchung des oxidativen
1-Metabolismus

Phosphatpuffer pH 7.4 0.96 ml
Cofaktorlosung fiir Cytochrom P-450 1.00 ml
1proz. Stammldsung von Ciprofibrat (1) 0.04 ml
10.000 x g Uberstand 2.00ml

3.2.5.2 Inkubationsansatz zur Untersuchung des oxidativen Metabolismus
des 1-Glukuronids

Probandenurin pH 7.4 1.00 ml
Cofaktorlésung fiir Cytochrom P-450 1.00 ml
10.000 x g Uberstand 2.00ml

3.2.5.3 Inkubationsansatz zur Untersuchung der Glutathionkonjugation
von 1

Phosphatpuffer pH 6.5 0.96 ml
Cofaktorldsung fir die Glutathionkonjugation 1.00 ml
1proz. Stamml4sung von Ciprofibrat (1) 0.04 ml
10.000 x g {Uberstand 2.00 ml

3.2.5.4 Inkubationsansatz zur Untersuchung der Glutathionkonjugation
des 1-Glukuronids

Probandenurin pH 6.5 1.00 ml
Cofaktorl6sung filr die Glutathionkonjugation 1.00 ml
10.000 x g Uberstand 2.00ml
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3.2.5.5 Leerwert fiir den oxidativen Metabolismus

Phosphatpuffer pH 7.4 1.00 mi
Cofaktorlgsung fiir Cytochrom P-450 1.00 ml
10.000 x g Uberstand 2.00 m]

3.2.5.6 Leerwert fiir die Glutathionkonjugation

Phosphatpuffer pH 6.5 1.00ml
Cofaktorldsung fiir die Glutathionkonjugation 1.00 ml
10.000 x g Uberstand 2.00 ml

3.2.5.7 Inkubationsansatz zur Untersuchung der
Glukuronsdurekonjugationvon 1

Cofaktorldsung fiir die Glukuronsédurekonjugation 2.00 ml

Phosphatpuffer pH 7.4 0.09 ml
1 proz. Stamml&sung von Ciprofibrat (1) 0.01 ml
10.000 x g Uberstand 1.00 ml

3.2.5.8 Leerwert fiir die Glukuronsdurekonjugation

Cofaktorldsung fiir die Glukuronsiurekonjugation 2.0 mi
Phosphatpuffer pH 7.4 1.0 ml
10.000 x g Uberstand 1.0 ml

3.2.6 Entnahme von Blindwerten und Zeitwerten

Aus allen Inkubationsansitzen wurden mit einer Eppendorf-Pipette vor
Zugabe des 10.000 x g Uberstandes sowie 15 und 30 min danach je 0.1 ml
entnommen und in HPLC-Bérdelglidschen pipettiert, die schon 0.4 m] Ace-
tonitril enthielten. Dadurch kam es bei den 15 min und 30 min-Werten zur
Ausfillung des Proteins, das abzentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde
der HPLC-Analyse zugefiihrt. Insgesamt resultierten 24 zu untersuchende
Proben.

Oelschléger, Rothley, Hellwich und Schmidt
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