Schweres Wasser (D,0) als Protektivum proteinhaltiger Arzneimittel.

Beispiel: humane Cholinesterase

Protein Drugs Stabilized by Heavy Water (D,0). For Example: Human Cholinesterase
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Looking for a possible protective effect of heavy water on proteins, cholinesterase and lac-
tate dehydrogenase in combination with D,O and further protective substances were exposed
to a temperature of 60 “C (for 10 min) and about 45 °C (for several days). In combination
with glycerine there resulted an additive protective effect; with NaCl and/or albumin being
added the individual effects raised to a higher level. In the cold D,O protects cholinesterase
only against acid denaturation, but in combination with warmth also against basic dena-

turation.

Einleitung

Fir walBrige Arzneizubereitungen existieren hidu-
fig Stabilititsprobleme wihrend der Herstellung
und Lagerung. Insbesondere betrifft dies auch
proteinhaltige Parenteralia, die aus menschlichen
und tierischen Seren gewonnen werden, wie aus
der regelmiBigen Ubersicht kiihl zu lagernder Arz-
neimittel in pharmazeutischen Fachzeitschriften
zu entnehmen ist [1]. Gleiches gilt fir Blut und
Serumproben [2].

Werden Proteine in schwerem Wasser gelost,
findet innerhalb kurzer Zeit ein Austausch der dis-
soziablen Wasserstoffatome gegen Deuterium
statt [3, 4]. In der Folge resultiert Giber die Ausbil-
dung von Deuterium-Briicken-Bindungen, welche
stabiler sind als die entsprechenden Wasserstoff-
Briicken-Bindungen, eine Festigung der Tertiar-
struktur des geldsten Proteins und somit eine Sta-
bilisierung gegen verschiedene Noxen [3, 6]. Unab-
hidngig davon laufen diverse chemische Reaktio-
nen in D,0-haltigen Medien verzégert ab [7].

In der vorliegenden Arbeit wird der Einsatz von
schwerem Wasser als Kombinationspartner ver-
schiedener Protektiva untersucht mit dem Ziel,
stabilere proteinhaltige Arzneiformen zu erhalten.
Als Modellsubstanz diente humane Serumcholin-
esterase. Es handelt sich hierbei um eine thermo-
labile Monosubstanz, die dhnlich anderen Protein-
zubereitungen nur als Lyophilisat in den Handel
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gebracht werden kann. Die Enzymaktivitit kann
mit Hilfe der Photometrie leicht ermittelt werden.
Zur Absicherung der Ergebnisse wurde ein weite-
res Enzym (LDH) eingesetzt, da fiir dieses Enzym
ein D,O-Schutzeffekt bereits nachgewiesen ist [5].
Schidigende Noxen waren sowohl Hyperthermie
als auch stark saure bzw. basische Losungen und
die Kombination beider Noxen. Die Aktivititsbe-
stimmung des nativen Enzyms erfolgte in Abwe-
senheit von D,O, um Isotopieeffekte wiahrend der
analytischen Bestimmung auszuschlieBen.

Ergebnisse und Diskussion

In fritheren Arbeiten konnte bereits gezeigt wer-
den, daB3 schweres Wasser die Denaturierungsvor-
ginge von Proteinen verzogern kann [5, 6]. Ein we-
sentlicher Teil dieses Effekts hingt wahrscheinlich
mit der Ausbildung intramolekularer Deuterium-
Briicken-Bindungen zusammen, welche eine Stabi-
lisierung der Tertidrstruktur des einzelnen Proteins
gegen verschiedene Noxen bedingt. In Vorversu-
chen (60 °C 10min und 20—-50 "C mehrtéigig)
konnte diese Eigenschaft auch fiir Cholinesterase
(348000 Da) bewiesen werden. Hingegen wurde im
gleichen Ansatz fiir kleinere Proteine wie Insulin,
Kohlensdureanhydrase und B-Lactoglobulin keine
Protektion erzielt [8]. Es scheint somit ein Zusam-
menhang zwischen der MolekiilgréBe und der Sta-
bilisierungsméglichkeit durch D,O zu bestehen.

Ziel dieser Arbeit war es, den mit D,O erzielba-
ren Stabilitdtsgewinn durch Kombination mit ge-
eigneten Hilfsstoffen weiter zu verstirken bzw. auf
verschiedene Schidigungsarten zu ubertragen.
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Dazu wurden Agenzien mit unterschiedlichen pro-
tektiven Mechanismen verwendet.

Schweres Wasser als Protektivum bei 60 °C

Um die folgenden Ergebnisse richtig einordnen
zu konnen sei bemerkt, dal Cholinesterase bei
60 “C in Wasser bereits nach 10 min nur noch
2—5% der Ausgangsaktivitat aufweist.

Glyzerin stabilisiert gegen schiadigende Noxen
tiber die Festigung hydrophober Bindungen inner-
halb der Makromolekiile. Vom Wirkungsmecha-
nismus her war somit keine Interaktion von Glyze-
rin und schwerem Wasser zu erwarten. Im Versuch
(Serumcholinesterase in H,O bzw. D,O 50% ge-
16st, wurde mit steigenden Mengen Glyzerin —
max. 40% — versetzt) wurde die obige Hypothese
bestétigt, da in beiden Medien die Stabilitétssteige-
rung direkt proportional der Glyzerinmenge war
[8]. Schweres Wasser und Glyzerin weisen einen
additiven Effekt auf.

Natriumchlorid protektiert EiweiB3e durch Stabi-
lisierung der umgebenden Solvathiille. Dieser Ef-
fekt ist durch schweres Wasser direkt beeinflul3-
bar, so daf3 neben der Ausbildung von Deuterium-
Briicken-Bindungen ein weiterer Schutzeffekt zum
Tragen kdme. Im Versuch ist der Synergismus bei-
der Protektiva gut zu erkennen (Abb. 1). Die ma-
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Abb. 1. Schweres Wasser in Kombination mit Natrium-
chlorid. Serumcholinesterase (0,1 mg/ml) wurde in H,O
und D,0O geldst, mit steigenden Anteilen (0, 0.4, 0.8, 2,
5%) NaCl versetzt und 10 min bei 60 “C im Wasserbad
inkubiert. AnschlieBend Bestimmung der Enzymaktivi-
tat. AufgetragenX + o.n = 3; ® D,O, O H,O.

ximale Protektion liegt in schwerem Wasser bei
2% und in Wasser bei 5% Salzgehalt.

Albumin stabilisiert die Konformation von Pro-
teinen durch direkte Interaktion iber ionische und
nichtionische Bindungen und wird zur Stabilisie-
rung verschiedener Arzneimittel eingesetzt. Deute-
riumoxid kann diese Bindungen durch Ausbildung
intermolekularer Deuterium-Briicken zusitzlich
stabilisieren.

Albumin allein ist jedoch nicht in der Lage,
Cholinesterase gegen Hyperthermie zu stabilisie-
ren. Erst in Kombination mit D,O zeigt sich eine
ausgepragte Protektion, welche dann deutlich iiber
der in reinem D,0 liegt (Abb. 2). In diesem Fall ist
schweres Wasser sogar Voraussetzung dafiir, daf3
der Effekt des Albumins tiberhaupt zum Tragen
kommt. In Versuchen mit LDH konnte der Syner-
gismus bestdtigt werden, allerdings wirkte auch
eine reine Albuminldsung bereits protektiv.

Aus den bisher gezeigten Ergebnissen liel sich
die Frage nach der Cholinesterasestabilitit in einer
Dreierkombination D,O/NaCl/Albumin ableiten.
Dazu wurde die Inkubationszeit auf 60 min bei
60 °C verldngert. Die Dreierkombination zeigt
einen ausgepragten Synergismus (Abb. 3) und ist
den anderen Kombinationen deutlich tberlegen
(vgl. Abb. 1 und 2).
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Abb. 2. Schweres Wasser in Kombination mit Albumin.
Serumcholinesterase (0,1 mg/ml), in H,O und D,O ge-
16st, wurde mit steigenden Anteilen (0—5%) Albumin
versetzt und 10 min bei 60 “C im Wasserbad inkubiert.
AnschlieBend Bestimmung der Enzymaktivitdt. Aufge-
tragenX * c.n = 3; ® D,O, O H,0.
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Abb. 3. Schweres Wasser in Kombination mit NaCl und
Albumin. Serumcholinesterase (0,1 mg/ml) wurde in
H,O und D,0 (90%) geldst. Die Medien enthielten wei-
terhin 5% NaCl und 5% Albumin. Inkubation iiber 1 h
im Wasserbad bei 60 “C und Probennahmen nach 10, 20,
40 und 60 min mit anschlieBender Bestimmung der En-
zymaktivitdt. AufgetragenX + 6.7 = 3;a = D,0 90% +
NaCl + Albumin; b = D,O 90% + NaCl; ¢ = H,O +
NaCl + Albumin;d = H,O + NaClL i
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Abb. 4. Serumcholinesterase in schwerem Wasser bei
maBiger Erwdrmung. Serumcholinesterase (0,5 mg/ml),
in physiologischer Kochsalzlésung (H,O und D,O) ge-
16st, wurde bei 41,5 und 48,5 °C tber 8 Tage im Trok-
kenschrank inkubiert. Probennahmen nach 1, 4, 6 und 8
Tagen. AnschlieBend Bestimmung der Enzymaktivitat.
Konservierungsmittel 0,1% NaNj;. Aufgetragen X + o.
n=3.

Schweres Wasser als Protektivum bei lang
andauernder mdfsiger Erwdrmung

Untersuchungen zur Stabilititsverbesserung
durch D,O unter Bedingungen einer mifigen
Schidigung iiber lange Zeitrdume brachten bis-
lang negative Resultate [5]. Gerade Temperaturen
zwischen 30—50 °C sind aber bei thermolabilen
Arzneistoffen unter inkorrekten Lagerbedingun-
gen relevant. Fir Cholinesterase zeigt sich, daf3
eine Denaturierung innerhalb von 8 Tagen erst
oberhalb von 45 °C eintritt. Dann ist die Denatu-
rierungsrate in D,O-haltigem Medium allerdings
gegenliber der H,O-Zubereitung deutlich vermin-
dert (Abb. 4). Damit ist bewiesen, dal3 die protek-
tiven Eigenschaften von schwerem Wasser auch
bei langfristigen, geringen Schadigungen zum Tra-
gen kommen.

Schweres Wasser als Protektivum bei extremen
pH-Werten

Der Keimbefall wéBriger Zubereitungen laft
sich durch Sduerung eindimmen, weiterhin sind
Mikroorganismen oft im Sauren wirmelabiler
[12]. Mit der Erwdrmung einher geht hiufig aber
auch eine verstirkte Denaturierung geloster Pro-
teine.

Inkubiert man eine Cholinesteraselosung bei
4 °C uber einen pH/pD-Bereich von 2—12, so zeigt
sich im sauren, aber nicht im basischen Bereich
eine ausgeprigte Protektion durch D,O (Abb. 5a).
Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu einem dhn-
lichen Experiment mit Hexokinase [5]. Wird die
Losung zusitzlich auf 60 "C erwdrmt, verstdrkt
sich erwartungsgemal3 die Denaturierung. Schwe-
res Wasser wirkt aber im sauren und basischen
pH-Bereich protektiv (Abb. 5b).

Diese Resultate lieBen sich durch édquivalente
Versuche mit LDH bestétigen [8].

Das unterschiedliche Stabilisierungsverhalten
von D,O in der Kilte und Wirme 146t sich iiber
die Denaturierungsmechanismen erkldaren. Da die
Siduredenaturierung tber ein Losen intramoleku-
larer Ionenbindungen bei gleichzeitigem Verlust
der Wasserstoff-Briicken-Bindungen des Histidins
verlduft, kann angenommen werden, daf3 schweres
Wasser diese Bindungen stabilisiert, wahrend
gleichzeitig der Ablauf der sauren Hydrolyse
durch den Austausch von H* gegen D" in der Ge-
schwindigkeit vermindert ist. Erwdrmte Losungen
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Abb. 5. a. Schweres Wasser als Pro-
tektivum bei extremen pH/pD-Wer-
ten (4 °C). Serumcholinesterase
(0,1 mg/ml) wurde in H,O und D,O
gelost und mit 0,1 N HCI bzw. 0,1 N
NaOH auf den gewiinschten pH/pD-
Wert eingestellt. Nach 20 h bei 4 °C
wurde die Aktivitdt bestimmt. Auf-

Hp0 getragen der Mittelwert aus zwei

Proben. b. Schweres Wasser als Pro-
tektivum bei extremen pH/pD-Wer-
ten (60 °C). Versuchsaufbau mit

extremer pH/pD-Werte zeigen eine additive Ver-
starkung der Proteindenaturierung. Die ausge-
pragte Protektion durch D,O auch im basischen
Bereich ist auf die verschiedenen Denaturierungs-
mechanismen zuriickzufithren, wobei die Hyper-
thermiewirkung durch D,0 abgeschwacht wird.

Schlufifolgerungen

Die vorliegenden Ergebnisse belegen fiir ein zu-
gelassenes Pharmakon (Serumcholinesterase), dal3
schweres Wasser, gerade auch in Kombination mit
weiteren Protektiva, einen potenten Stabilisator
gegen verschiedene Noxen darstellt. Damit ist D,O
ein Agens, welches sinnvoll zur Stabilisierung
von Proteinzubereitungen widhrend Herstellung,
Transport und Lagerung eingesetzt werden kann.
Insbesondere in Landern der dritten Welt mit
schlechter Infrastruktur kann dies von Wert sein
(z.B. Reduzierung von Impfversagern [13]). Gerin-
ge Mengen D,O — z.B. in Impfstoffen — sind in
ihrer Toxizitdt als absolut unbedenklich einzustu-
fen[1, 14].

Andererseits kann durch den Einsatz von
schwerem Wasser der notwendige Gehalt an weite-
ren Stabilisatoren und Hilfsstoffen verringert wer-
den. Die Reinheit der Endprodukte wird verbes-
sert, eventuelle Nebenwirkungen verringert [11].
Insbesondere bei der Aufarbeitung von menschli-
chen Blutbestandteilen als Pharmaka ist bei der
hdufig notwendigen Erwdrmung zur Senkung des
Infektionsrisikos der Einsatz geeigneter D,O-halti-
ger Stabilisatorenmischungen denkbar, um die
Denaturierungsraten deutlich zu senken.

Serumcholinesterase wie 5a. Inkuba-
tion fir 5 min bei 60 “C.

8 0 1
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Materialien und Methoden

Humane Serumcholinesterase zur Anwendung
am Menschen bezogen wir von den Behringwer-
ken AG, Marburg; LDH aus Schweineherz, Nr.
107042, von Boehringer Mannheim. Schweres
Wasser (99,7%), Nr. 1607-F, bezogen wir von
Merck, Sharp und Dohme, Miinchen. Enzymati-
sche Tests von Boehringer Mannheim: Cholin-
esterase opt. 124133 und LDH opt. 126322.

Bestimmung von Cholinesterase

0,1 mg Lyophilisat Serumcholinesterase wurde
zu 1 ml Inkubationsmedium gelost. Die Aktivi-
tatsbestimmung nach der Inkubation konnte di-
rekt nach Vorschrift des Testkits erfolgen, da die
D,0O-Konzentration unter 0,7% lag. Eine Beein-
flussung der enzymatischen Reaktion konnte im
Kontrollversuch ausgeschlossen werden. Wiahrend
der Inkubation war stets eine Kontrolle im Eisbad
bei pH 7, deren Aktivitdt als 100% gesetzt wurde.

Bestimmung von LDH

30 ul LDH-Suspension wurden mit 6—7 ml
Aqua dest. verdunnt. Diese Stammldsung wurde
im Verhdltnis 1: 10 mit dem gewiinschten Medium
versetzt. Unmittelbar nach Inkubationsende er-
folgte die Aktivitdtsbestimmung nach der Testvor-
schrift. Die D,O-Konzentration im MeBansatz lag
=4%. Kontrolle und D,O-Wirkung wie bei Cho-
linesterase. Eine moglichst schnelle Bestimmung
der LDH nach der Inkubation ist wichtig, da LDH
auch bei Kihlung in wiBrigen Medien schnell
denaturiert.
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Konzentrationsbestimmung von schwerem Wasser

Mit Hilfe eines Laser-Dioden-Photometers mit
einer Infrarotstrahlung von 1 = 1,3 p kann die
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