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4. Ergebnisse

4.1. Oxidationsreaktion der 113-HSD-1 (humane Lebermikrosomen)

4.1.1. Inhibitionsversuche mit Glycyrrhetinsiure und Carbenoxolon

Die Glycyrrhetinsdure hemmte die 11B-HSD-1-katalysierte Oxidation bei ansteigenden
Konzentrationen in zunechmendem MaBe. Wihrend bei einer Konzentration von 10” mol/l
noch keine signifikante Hemmung nachweisbar war, nahm die Inhibition der 11B-HSD-1 bei
Glycyrrhetinsdure-Konzentrationen zwischen 10™® bis 10 mol/l stark zu. Bei 10 mol/l war
die Inhibition bereits anndhrend vollstindig. Der IC50-Wert, also die Inhibitorkonzentration
bei der der Umsatz um 50 % gehemmt wird, betrug 4,0 x 10 mol/l (siche Abb. 4-1 und
Tabelle 4-1) Eine &hnlich starke Hemmwirkung auf die 11B-HSD-1-Oxidation mit fast
identischem Verlauf der Inhibitionskurve wies Carbenoxolon auf, das einen IC50-Wert von

6,0 x 10® mol/l besaB.
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Abb. 4-1: Hemmung der Oxidationsreaktion der 113-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen durch
Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon bei Verwendung von Cortisol als Substrat. Mittelwerte = SD
(n=3), P< 0,05, "P< 0,01, ""P< 0,001 gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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Inhibitoren IC50-Werte (mol/l)
Glycyrrhetinsdure 4,0x 10
Carbenoxolon 6,0 x 10°®

Tabelle 4-1: IC50-Werte von Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon fiir die Oxidationsreaktion

der 11B-HSD-1.

4.1.2. Inhibitionsversuche mit Progesteron und 11-OH-Progesteron-

Derivaten

Auch bei Progesteron und seinen beiden 11-Hydroxy-Derivaten 1lo- und 11B-OH-
Progesteron lag bei einer Konzentration von 10” mol/l noch keine signifikante Hemmung der
11B-HSD-1-Oxidation vor. Ab Konzentrationen von 10® mol/l kam es zu einer mit der
Konzentration der Inhibitoren ansteigenden Hemmung der Oxidation. Im Gegensatz zur
Glycyrrhetinsédure und dem Carbenoxolon erreichte Progesteron keine vollstindige Inhibition
in dem von uns untersuchten Bereich. Die beiden stirker hemmenden 11-OH-Progesteron-
Substanzen erzielten bei einer Konzentration von 10~ mol/I eine maximale Inhibition von ca.

95 %, wobei die Hemmung durch das 11a-OH-Derivat geringfiigig stirker war als durch das

11B-OH-Derivat (siche Abb. 4-2).
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Abb. 4-2: Hemmung der Oxidationsreaktion der 113-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen durch

Progesteron und seine beiden 11-OH-Metaboliten 11o- und 11p3-OH-Progesteron. Substrat ist
Cortisol. Mittelwerte + SD (n=3), P< 0,05, “P< 0,01, 7P< 0,001 gegeniiber Kontrollen ohne
Inhibitor (0 % Hemmung).

Die IC50-Werte lagen bei 2,8 x 107 bzw. bei 4,4x 107 mol/l fir 1la- bzw. 11p-OH-
Progesteron. Progesteron selbst besal einen IC50-Wert, der etwa eine Zehnerpotenz niedriger

lag als die der 11-OH-Derivate, nimlich bei 1,7 x 10 mol/l (siche Tabelle 4-2).



Tabelle 4-2: IC50-Werte von 1la-, 11B-OH-Progesteron und Progesteron fiir die Oxidations-
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Inhibitoren IC50-Werte (mol/l)
11a-OH-Progesteron 2,8x 107
11B-OH-Progesteron 4,4x 107
Progesteron 1,7x 107

reaktion der 11p3-HSD-I.

Bei Vergleich der getesteten Substanzen erkennt man, da3 die Glycyrrhetinsidure die Substanz
mit dem niedrigsten IC50-Wert und folglich mit der stirksten Hemmkraft war. Weitere

potente Inhibitoren waren 1lo-OH-Progesteron und das nur geringfiigig schwécher

hemmende 113-OH-Progesteron (siche Abb. 4-3).

10-5

106

107

IC50-Werte (mol/l)

108 |

107

Abb. 4-3: IC50-Werte von Glycyrrhetinsdure (GA), Carbenoxolon (CBX), 1l1a-OH-Progesteron
(11a-OH-P), 11B-OH-Progesteron (11p3-OH-P) und Progesteron (P) fiir die Oxidationsreaktion der

11B-HSD-1.
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4.1.3. Inhibitionsversuche mit Progesteron und DOC-Metaboliten
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Abb. 4-4 (oben), Abb.4-5 (unten): Hemmung der Oxidationsreaktion der 113-HSD-1 in humanen
Lebermikrosomen durch Progesteron-Metabolite mit Cortisol als Substrat. Mittelwerte £ SD (n=3),
"P< 0,05, "P< 0,01, “"P< 0,001 gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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AulBler Progesteron (4-Pregnen-3,20-dion) und 1la- bzw.11B-OH-Progesteron (4-Pregnen-
11o/B-01-3,20-dion) wurden weitere Progesteron-Derivate auf ihre 11p-HSD-1-hemmende
Wirkung untersucht, und zwar 5o~ und 5p-Progesteron (50/p-Pregnan-3,20-dion), 203-OH-
Progesteron (4-Pregnen-203-ol-3-on) sowie die 3a,5pB-Tetrahydro-Derivate von Progesteron
(5B-Pregnan-3a-0l-20-on) und Deoxycorticosteron (DOC, 5p-Pregnan-3a,21-diol-20-on).
Auch die Hemmwirkung des Hauptprogesteronmetaboliten 5p-Pregnan-3,20-diol wurde ge-
testet. Es zeigte sich bis zu Konzentrationen von 107 mol/l keine signifikante Hemmung.
Hoéhere Inhibitorkonzentrationen fithrten zu einer steil ansteigenden Inhibition (Inhibi-
tionskurven sieche Abb. 4-4 und Abb. 4-5). Die negativen Steigungen der Inhibitionskurven
der Progesteron-Derivate lagen im wesentlichen parallel zueinander. Bei der hochsten unter-
suchten Inhibitorkonzentration von 10™ mol/l zeigten alle Inhibitoren noch einen dosis-
abhingig Abfall der Umsétze. Eine Séttigung der Hemmung war noch nicht zu erkennen, und
die maximal erreichte Inhibition lag zwischen 68,7 % fiir Deoxycorticosteron und 82,8 % fiir
5B-Pregnan-3,20-diol. Dabei zeigte sich, daB3 sich die getesteten Progesteronmetabolite nur
unwesentlich in ihrer Hemmwirkung auf die 11p-HSD-1-katalysierte Oxidationsreaktion
unterschieden. Thre IC50-Werte lagen zwischen 1,6 (5B-Dihydroprogesteron) und
4,4 x 10°° mol/l (DOC) (siche Tabelle 4-3).

Inhibitoren IC50-Werte (mol/l)
Sa—Dihydro-Progesteron 3.8x10°
5B-Dihydro-Progesteron 1,6 x10°
20B-OH-Progesteron 1,9x 10°
Deoxycorticosteron (DOC) 44x10°
3a,5B-Tetrahydro-DOC 2,8x10°
3a,5B-Tetrahydro-Progesteron 2,6x10°
5B-Pregnan-3,20-diol 1,7x10°

Tabelle 4-3: IC50-Werte von Progesteron-Derivaten fiir die Oxidationsreaktion der 113-HSD-1.
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4.1.4. Inhibitionsversuche mit Gallensauren, Metopiron und Ketokonazol

Als weitere Inhibitorkandidaten der 11B-HSD-1-Oxidationsreaktion testeten wir die beiden
Gallensduren Chenodeoxycholsdure und Lithocholsidure sowie Metopiron und Ketokonazol.
Den Inhibitionskurven ist zu entnehmen, da3 Lithocholsdure und Chenodeoxycholsdure die
Oxidation der 11B-HSD-1 in derselben Groenordnung hemmten wie das Progesteron. Die
hemmende Wirkung setzte etwa ab einer Konzentration von 10”7 mol/l ein und stieg dann mit
zunehmender Inhibitorkonzentration bis auf eine Hemmung der Ausgangsreaktion um 78,4 %
bei der Lithocholsdure bzw. um 65,8 % bei Chenodeoxycholsdure. Metopiron und
Ketokonazol hatten keine signifikante hemmende Wirkung auf die 11p3-HSD-1-katalysierte

Oxidationsreaktion unter unserenVersuchsbedingungen (siche Abb. 4-6).
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Abb. 4-6: Hemmung der Oxidationsreaktion der 113-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen bei
Umsatz von Cortisol nach Cortison. Mittelwerte = SD (n=3), P< 0,05, “P< 0,01, “P< 0,001
gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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Entsprechend lagen auch die IC50-Werte der Gallensduren im Bereich des Progesterons,
namlich bei 2,7 x 107 fiir Lithocholsiure und bei 44 x 10 mol/l fiir Chenodeoxycholséure;
beide Gallensduren hemmten die 11B-HSD-1-Oxidationsreaktion also erst bei hoheren
Konzentrationen als das Progesteron (IC50-Wert bei 1,7 x 10°¢ mol/l), wobei die Lithochol-
sdure wiederum bei niedrigeren Konzentrationen hemmte als die Chenodeoxycholsdure. Eine

Ubersicht iiber die IC50-Werte gibt Tabelle 4-4.

Inhibitoren IC50-Wert (mol/l)
Lithocholsédure 2,7x 10°°
Chenodeoxycholsiure 4,4x10°
Metopiron keine Hemmung
Ketokonazol keine Hemmung

Tabelle 4-4: IC50-Werte fiir Gallensduren, Metopiron und Ketokonazol fiir die
Oxidationsreaktion der 113-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen.
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Abb. 4-7: IC50-Werte fiir Progesteron, Lithocholséure, Chenodeoxycholsdure (CDCA),
Metopiron und Ketokonazol bezogen auf den Umsatz von Cortisol durch die 113-HSD-1 in
humanen Lebermikrosomen.
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4.2. Reduktionsreaktion der 11-HSD-1 (humane Lebermikrosomen)

4.2.1. Inhibitonsversuche mit Glycyrrhetinsiure und Carbenoxolon

In Analogie zu den Ergebnissen bei der Oxidation waren auch bei der Reduktionsreaktion der

11B-HSD-1 die Glycyrrhetinsdure und ihr Succinylester die Inhibitoren mit den geringsten
IC50-Werten (siche Abb. 4-8, Tabelle 4-5). Der IC50-Wert fiir Carbenoxolon lag nur leicht

niedriger als der fiir Glycyrrhetinsdure (3,0 bzw. 3,1 x 10* mol/l).
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Abb. 4-8: Hemmung der Reduktionsreaktion der 11B3-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen
(0,03 mg/ml) durch Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon bei Verwendung von 1,6 umol/l Oxo-
Dexamethason als Substrat. Mittelwerte + SD (n=3), P< 0,05, “P< 0,01, "P< 0,001 gegeniiber

Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).

Inhibitoren IC50-Werte (mol/l)
Glycyrrhetinsdure 3,1x10"
Carbenoxolon 3,0x 10

Tabelle 4-5: IC50-Werte fiir Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon fiir die 11[3-
HSD-1-katalysierte Reduktionsreaktion in humanen Lebermikrosomen.
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4.2.2. Inhibitionsversuche mit Progesteron und 11-OH-Progesteron-
Derivaten

Bei Verwendung von 11a-OH-Progesteron als Inhibitor trat eine Hemmung des Umsatzes um
50 % bei 5,1 x 10”7 mol/l auf, also bei einem Wert, der etwa eine Zehnerpotenz hoher lag als
die IC50-Werte fiir Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon. Das 11p3-OH-Progesteron dagegen
besaB einen hoheren IC50-Wert von 1,3 x 10 mol/l, der knapp niedriger ist als der IC50-
Wert fiir Progesteron (8,4 x 10 mol/l). Im Gegensatz zu Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon
erreichten weder Progesteron noch seine 11-OH-Metabolite bei der hdchsten untersuchten

Inhibitorkonzentration von 10~ mol/l eine maximale Hemmung.
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Abb. 4-9: Hemmung der Reduktionsreaktion der 113-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen

(0,03 mg/ml) durch Progesteron und seine 11-OH-Progesteron-Metabolite bei Verwendung von

1,6 umol/l Oxo-Dexamethason als Substrat. Mittelwerte = SD (n=3), "P< 0,05, "P< 0,01, “P< 0,001
gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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Inhibitoren IC50-Werte (mol/l)
11a-OH-Progesteron 51x 107
11B3-OH-Progesteron 1,3x10°
Progesteron 8,4x10°

Tabelle 4-6: IC50-Werte von 11a-, 113-OH-Progesteron und Progesteron
fiir die Reduktionsreaktion der 113-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen.
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Abb. 4-10: Vergleich der IC50-Werte fiir Glycyrrhetinsdure (GA), Carbenoxolon (CBX),
11a-OH-Progesteron (110-OHP), 113-OH-Progesteron (113-OHP) und Progesteron (P) fiir
die Reduktionsreaktion der 113-HSD-1.
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4.2.3. Inhibitionsversuche mit Progesteron und DOC-Metaboliten

Bei den Hemmversuchen der 11B3-HSD-1-Reduktion mit den Progesteron-Derivaten Sa- und
5B-Dihydroprogesteron, 20B-Progesteron, 3a,5p-Tetrahydro-Progesteron und 3a,53-
Tetrahydro-DOC und DOC an humanen Lebermikrosomen waren die Hemmkurven dhnlich
mit IC50-Werten in der GroBenordnung von 10 mol/l. Wieder lagen bei 10° mol/l die
Hemmkurven noch im Bereich linear zunehmender Inhibition (sieche Abb.4-11 und 4-12 bzw.

Tabelle 4-7).
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Abb. 4-11: Hemmung der Reduktionsreaktion der 11B-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen
(0,03 mg/ml) durch 5-Dihydro-Progesteron-Derivate und 203-OH-Progesteron bei Verwendung von

1,6 umol/l Oxo-Dexamethason als Substrat. Mittelwerte £ SD (n=3), "P< 0,05, "P< 0,01, TP< 0,001
gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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Abb. 4-12: Hemmung der Reduktionreaktion der 11f-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen

(0,03 mg/ml) durch 3a,5B-Tetrahydro-Progesteron, 3a,5B-Tetrahydro-DOC und DOC bei Ver-
wendung von 1,6 pmol/I Oxo-Dexamethason als Substrat. Mittelwerte + SD (n=3), 'P< 0,05, " P<

0,01, ""P< 0,001 gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).

3a,5B-Tetrahydro-DOC hemmte mit einem IC50-Wert von 2,2 x 10° mol/l am stirksten,

gefolgt von 5B-Dihydroprogesteron, DOC, 3a,5B-Tetrahydro-Progesteron, 20B-Progesteron

und zuletzt Sa-Dihydroprogesteron (siche Tabelle 4-7).

Inhibitoren IC 50-Werte (mol/l)
5 a—Dihydro-Progesteron 6,5x 107
5B-Dihydro-Progesteron 34x10°
20B-OH-Progesteron 6,1 x 107
3a,5B-Tetrahydro-Progesteron 4,4x10°
Deoxycorticosteron (DOC) 4,0x 107
3a-5B-Tetrahydro-DOC 22x10°

Tabelle 4-7: IC50-Werte fiir die Reduktionreaktion der 113-HSD-1 in humanen

Lebermikrosomen.
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4.2.4. Inhibitionsversuche mit Gallensauren, Metopiron und
Ketokonazol

Auch fiir Lithocholsdure und Chenodeoxycholsdure wurden Inhibitionskurven der 113-HSD-
1-katalysierten Reduktionsreaktion mit humanen Lebermikrosomen und Oxo-Dexamethason
als Substrat erstellt. Diese zeigten etwa ab 107 mol/l Inhibitorkonzentration eine Hemmung
der Reduktionsreaktion (IC50-Werte im Bereich von 10 mol/l). Das auBerdem untersuchte
Metopiron zeigte bei Inhibitorkonzentrationen bis 10~ mol/l keine signifikante Hemmung der
Reduktion. Da es fiir Metopiron in der Literatur widerspriichliche Angaben {iber die
Beeinflussung der 11B-HSD-Reaktionen gibt, und es von einigen Autoren als selektiver 113-
HSD-1-Inhibitor dargestellt wird, filhrten wir Messungen mit Inhibitorkonzentrationen bis

10~ mol/l durch (siche Abb. 4-13, Abb. 4-14, Tab. 4-8).
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Abb. 4-13: Hemmung der Reduktionsreaktion der 11B-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen
(0,03 mg/ml) durch Lithocholsdure, Chenodeoxycholsiure, Metopiron und Ketokonazol bei
Verwendung von 1,6 pmol/l Oxo-Dexamethason als Substrat. Mittelwerte + SD (n=3), P< 0,05,
"P< 0,01, “"'P< 0,001 gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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Inhibitoren IC50-Werte (mol/l)
Lithocholsédure 2,4 x 10°°
Chenodeoxycholsdure 2,8x 107
Metopiron 3,1x 107
Ketokonazol >107

Tabelle 4-8: IC50-Werte fiir die Gallensduren Lithocholsdure, Chenodeoxycholsdure, Metopiron und
Ketokonazol fiir die Reduktionsreaktion der 113-HSD-1 in humanen Lebermikrosomen .
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Abb. 4-14: IC50-Werte fiir Lithocholsédure, Chenodeoxycholsdure (CDCA), Metopiron und
Ketokonazol fiir die Reduktionsreaktion von Oxo-Dexamethason durch 11B3-HSD-1 in humanen
Lebermikrosomen.
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4.3. Oxidationsreaktion der 113-HSD-2 (humane Nierenmikrosomen)
4.3.1. Inhibitonsversuche mit Glycyrrhetinsiure und Carbenoxolon

Als erste Inhibitorkandidaten wurden wieder Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon untersucht,
um eine gewisse Vergleichbarkeit mit anderen Arbeitsgruppen zu erzielen. Es zeigte sich bei
den in Tabelle 3-6 angegebenen Versuchsbedingungen, daBl Glycyrrhetinsdure und

Carbenoxolon auch starke Hemmer der 113-HSD-2-katalysierten Oxidationsreaktion sind.
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Abb. 4-15: Hemmung der Oxidationsreaktion der 11f-HSD-2 in humanen Nierenmikrosomen
(0,03 mg/ml) durch Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon bei Verwendung von 25 nmol/l Cortisol als
Substrat. Mittelwerte = SD (n=3), P< 0,05, "P< 0,01, ""P< 0,001 gegeniiber Kontrollen ohne
Inhibitor (0 % Hemmung).
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Inhibitoren IC50-Werte (mol/l)
Glycyrrhetinsdure 8,0x 107
Carbenoxolon 8,4 x 10°

Tabelle 4-9: IC50-Werte von Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon
fiir die Oxidationsreaktion der 11B-HSD-2 in humanen Nieren-
mikrosomen.

4.3.2. Inhibitionsversuche mit Progesteron und 11-OH-Progesteron-
Derivaten

Bei den Hemmexperimenten der 11B-HSD-2-Oxidationsreaktion durch Progesteron und seine
11-OH-Metabolite fiel auf, dal die 11-OH-Progesteron-Derivate beide stirker hemmten als
die Standardsubstanzen Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon. Besonders die 11a-OH-Form
wirkte bereits bei 10 mol/l, der niedrigsten von uns getesteten Konzentration, sehr stark
inhibitorisch. Allerdings erreichte sie nur eine maximale Hemmung von 79,4 %. 11p3-OH-
Progesteron lag mit seiner Hemmwirkung im Bereich von Glycyrrhetinsdure und
Carbenoxolon (IC50-Wert 6,8 x 10° mol/l im Vergleich zu 8,0 bzw. 8,4x10'9 mol/l fir
Glycyrrhetinsdure bzw. Carbenoxolon), wiahrend Progesteron selbst schlechter hemmte und
einen IC50-Wert von 4,8 x 10™® mol/l aufwies (siche Tabelle 4-10). Die maximal erreichbare
Hemmung lag bei 91,4 % fiir Progesteron und bei 86,5 % fiir 113-OH-Progesteron (siche
Abb. 4-16).
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Abb. 4-16: Hemmung der Oxidationsreaktion der 113-HSD-2 in humanen Nierenmikrosomen
(0,03 mg/ml) durch 11a-OH-, 11p3-OH-Progesteron und Progesteron bei Verwendung von 25 nmol/l
Cortisol als Substrat. Mittelwerte £ SD (n=3), P< 0,05, “P< 0,01, "P< 0,001 gegeniiber Kontrollen
ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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Progesteron

Inhibitoren IC50-Werte (mol/l)
11a-OH-Progesteron 2,1x 107
11B-OH-Progesteron 6,8 x 107

48x10°

Tabelle 4-10: IC50-Werte von 11a-, 113-OH-Progesteron und Progesteron
fiir die Oxidationsreaktion der 113-HSD-2 in humanen Nierenmikrosomen.
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Abb. 4-17: Vergleich der IC50-Werte fiir Glycyrrhetinsdure (GA), Carbenoxolon (CBX), 11a-OH-

Progesteron (11a-OHP), 11B-OH-Progesteron (113-OHP) und Progesteron (P) fiir

Oxidationsreaktion der 113-HSD-2.
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4.3.3. Inhibitionsversuche mit Progesteron und DOC-Metaboliten
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Abb. 4-18 (oben), 4-19 (unten): Hemmung der Oxidationsreaktion der 113-HSD-2 in
humanen Nierenmikrosomen (0,03 mg/ml) durch Progesteron-Derivate bei Verwendung von

25 nmol/I Cortisol als Substrat. Mittelwerte + SD (n=3), P< 0,05, "P< 0,01, " 'P< 0,001
gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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Die weiteren untersuchten Progesteronmetabolite und DOC zeigten bei den 11B3-HSD-2-
katalysierten Reaktionen eine gréfere Spannweite der Hemmwirkung. Wie Tabelle 4-11 zeigt,
schwankten die IC50-Werte von 9,9 x 10 mol/l fiir DOC bis zu gar keiner Hemmung bei
3a,5p-Tetrahydro-Progesteron. Auch bei 3o,58-Tetrahydro-DOC war die Hemmung zu
gering, um einen IC50-Wert bestimmen zu konnen. In Abb. 4-18 und 4-19 sind die
Inhibitionskurven der einzelnen Kandidatensubstanzen abgebildet. Die Hemmwirkung nahm
in folgender Reihenfolge ab: DOC, Sa-Dihydroprogesteron, 5p-Dihydroprogesteron, 203-OH-
Progesteron, 3a.,5B-Tetrahydro-DOC und 3 a,5p-Tetrahydro-Progesteron (s. Abb. 4-20).

Inhibitoren IC50-Werte (mol/l)
S5a—Dihydro-Progesteron 2,4x 107
5B-Dihydro-Progesteron 1,1 x 10°
20B-OH-Progesteron 58x10°
3a,5B-Tetrahydro-Progesteron keine Hemmung
Deoxycorticosteron (DOC) 9,9x 10
30, 5p-Tetrahydro-DOC 107

Tabelle 4-11: IC50-Werte von Progesteronmetaboliten fiir die Oxidationsreaktion der 113-HSD-2 in
humanen Nierenmikrosomen.

1C50-Werte (mol/l)
>

keine Hemmung bei
Hemmung <10 molll

504-DHP 5-DHP 20B-OHP THP DOC TH-DOC

Abb. 4-20: Vergleich der IC50-Werte von 5Sa-Dihydro-Progesteron (5a-DHP), 5B-Dihydro-Progesteron (5[3-
DHP), 20B3-OH-Progesteron (203-OHP), 3a,5p-Tetrahydro-Progesteron (THP), Desoxycorticosteron (DOC) und
3a,5B-Tetrahydro-Desoxycorticosteron (TH-DOC) fiir die Oxidationsreaktion der 113-HSD-2.
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4.3.4. Inhibitionsversuche mit Gallensauren, Metopiron und Ketokonazol

Auch fiir Lithocholsdure und Chenodeoxycholsdure sowie fiir Metopiron und Ketokonazol
wurden Inhibitionsversuche mit humanen Nierenmikrosomen und Cortisol als Substrat
durchgefiihrt. Die Hemmkurven (siche Abb. 4-21) verdeutlichten, dal weder Metopiron noch
die Gallensduren bei den untersuchten Inhibitorkonzentrationen den Umsatz der Oxidation um
50 % hemmten. Lithocholsiure wies ab einer Inhibitorkonzentration von 10 mol/l eine
Hemmung auf, die bei 10™ mol/l 44,3 % betrug. Nur Ketokonazol erreichte in unserem

Untersuchungsbereich bei 9,8 x 10" mol/l bereits den IC50-Wert (siche Tabelle 4-12).
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Abb. 4-21: Hemmung der Oxidationsreaktion der 113-HSD-2 in humanen Nierenmikrosomen
(0,03 mg/ml) durch Gallensduren (Lithocholsdure und Chenodeoxycholsdure), Metopiron und
Ketokonazol bei Verwendung von 25 nmol/l Cortisol als Substrat. Mittelwerte + SD (n=3),
P< 0,05, "P< 0,01, “"P< 0,001 gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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Inhibitor IC50-Werte (mol/l)
Lithocholséure >107
Chenodeoxycholsdure keine Hemmung
Metopiron >107
Ketokonazol 98x1 0°

Tabelle 4-12: IC50-Werte fiir die Gallenséduren Lithocholsdure und
Chenodeoxycholsdure und fiir Metopiron und Ketokonazol fiir die
Oxidationsreaktion durch die 113-HSD-2 in humane Nierenmikrosomen.
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4.4. Reduktionsreaktion der 113-HSD-2 (humane Nierenmikrosomen)

4.4.1. Inhibitionsversuche mit Glycyrrhetinsaure und Carbenoxolon

Eine Hemmung durch Carbenoxolon trat bereits bei 10 mol/l auf, wihrend die Hemmkurve
der Glycyrrhetinsdure zwar im wesentlichen parallel zu der von Carbenoxolon verlief, aber
etwas in den Bereich hoherer Inhibitorkonzentrationen verschoben war (siche Abb. 4-22).
Entsprechend besitzt Carbenoxolon einen niedrigeren IC50-Wert und eine Sittigung der
Inhibitorwirkung, die bereits bei 10™® mol/l auftritt (siche Tab. 4-13). Die maximale Hemmung

liegt bei 84,8 % bei Carbenoxolon bzw. 90,9 % bei Glycyrrhetinsaure.
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Abb. 4-22: Hemmung der Reduktionsreaktion der 11B3-HSD-2 in humanen Nierenmikrosomen
(7,5 pg/ml) durch Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon bei Verwendung von 65 nmol/l Oxo-
Dexamethason als Substrat. Mittelwerte + SD (n=3), 'P< 0,05, "P< 0,01, ~ P< 0,001 gegeniiber
Kontrollen ohne Inhibitor (0% Hemmung).

Inhibitor IC50-Werte (mol/l)
Glycyrrhetinsdure 12x10®
Carbenoxolon 5,9 x 10°

Tabelle 4-13: IC50-Werte fiir die 113-HSD-2-Reduktion mit 7,5 pg/ml humanen
Nierenmikrosomen und 65 nmol/l Oxo-Dexamethason als Substrat.
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4.4.2. Inhibitorversuche mit Progesteron und 11-OH-Progesteron-
Derivaten

Bei der Hemmung der 11B-HSD-2-katalysierten Reduktion von Oxo-Dexamethason zu
Dexamethason in humanen Nierenmikrosomen durch Progesteron und seine 11-OH-
Metabolite ergaben sich die in Abb. 4-23 dargestellten Kurven. Alle drei getesteten
Substanzen zeigten bereits bei Konzentrationen von 10" mol/l eine Hemmung der Reduktion,
die bis 10”7 mol/l steil anstieg und anschlieBend in eine Séttigungsfunktion iiberging. Die bei
unseren Versuchsbedingungen maximal erreichte Hemmung lag bei 89,6 % fiir 11a-OH-
Progesteron bzw. bei 87,9 und 85,5 % fiir 11p3-OH-Progesteron und Progesteron. Die IC50-
Werte von 1loa- und 11B-OH-Progesteron lagen eng nebeneinander und in derselben

GroBenordnung wie der IC50-Wert von Glycyrrhetinsdure (sieche Tabelle 4-14).
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Abb. 4-23: Hemmung der Reduktionsreaktion der 11B3-HSD-2 in humanen Nierenmikrosomen
(7,5 ng/ml) durch 11a-OH-, 11B3-OH-Progesteron und Progesteron bei Verwendung von 65 nmol/l
Oxo-Dexamethason als Substrat. Mittelwerte + SD (n=3), "P< 0,05, "P< 0,01, ~ P< 0,001 gegeniiber
Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).
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Inhibitoren IC50-Werte (mol/1)
11a-OH-Progesteron 1,1 x 10
11B-OH-Progesteron 1,5x 10
Progesteron 4,6 x 10

Tabelle 4-14: IC50-Werte von 110-OH- und 11-OH-Progesteron und Progesteron fiir
die 11B3—-HSD-2-Reduktionsreaktion mit 7,5 pg/ml humanen Nierenmikrosomen und
65 nmol/l Oxo-Dexamethason als Substrat.

105

106

107

IC50-Werte (mol/l)

108

109

T T T T T

GA CBX 11a-OHP  11B-OHP P

Abb. 4-24: Vergleich der IC50-Werte fiir Glycyrrhetinsidure (GA), Carbenoxolon (CBX), 11a-OH-
Progesteron (11a-OHP), 113-OH-Progesteron (113-OHP) und Progesteron (P) fiir die
Reduktionsreaktion der 113-HSD-2.
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4.4.3. Inhibitionsversuche mit Progesteron und DOC-Metaboliten
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Abb. 4-25 (oben) und 4-26 (unten): Hemmung der Reduktionsreaktion der 11(3-HSD-2 in
humanen Nierenmikrosomen (7,5 pg/ml) bei Verwendung von 65 nmol/l Oxo-Dexamethason als
Substrat. Mittelwerte + SD (n=3), 'P< 0,05, "P< 0,01, ~ P< 0,001 gegeniiber Kontrollen ohne
Inhibitor (0 % Hemmung).
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Die 11B-HSD-2-katalysierte = Reduktion von  Oxo-Dexamethason in  humanen
Nierenmikrosomen konnte durch Sa- und 5B-Dihydro-Progesteron, aber auch durch 203-OH-
Progesteron bei Inhibitorkonzentrationen, die iiber 10~ mol/l lagen, deutlich gehemmt werden
(siche Abb. 4-25). Die IC50-Werte nahmen dabei von 203-OH-Progesteron iiber So- zu 5f3-
Dihydro-Progesteron zu (siche Tabelle 4-15). Im Vergleich zu den 11-OH-
Progesteronmetaboliten lagen die IC50-Werte hoher. Auch die 3a,5B-Tetrahydro-Derivate
von Progesteron und Deoxycorticosteron zeigten eine Hemmung der Reduktion bei
Konzentrationen iiber 10”7 mol/l, allerdings lagen die IC50-Werte wieder etwas hoher als die
von 20B-OH-Progesteron und den 5-Dihydro-Progesteronen (8,0 x 10° mol/l fiir 3o,5p-
Tetrahydro-Progesteron und 7,1 x 10 mol/l fiir 3a,5p-Tetrahydro-DOC). Deoxycorticosteron
dagegen inhibierte auch bei niedrigeren Konzentration bereits deutlich und besal3 einen IC50-
Wert von 1,9 x 10® mol/l, was im Bereich von Glycyrrhetinsiure (1,2 x 10 mol/l) und den
11-OH-Progesteronen liegt.

Inhibitor IC 50-Werte (mol/l)
5 a—Dihydro-Progesteron 4,5x 107
5B-Dihydro-Progesteron 3,0x 10°
20B-OH-Progesteron 42x 107
3a,5B-Tetrahydro-Progesteron 8,0x 10°
Deoxycorticosteron (DOC) 1,9x 10®
30-5B-Tetrahydro-DOC 7,1x 10°

Tabelle 4-15: IC50-Werte verschiedener Inhibitoren fiir die Reduktionsreaktion der 113-HSD-2
in humanen Nierenmikrosomen.
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1C50-Werte (mol/l)
o

50-DHP 5p-DHP 20B-OHP THP DOC THDOC

Abb. 4-27: Vergleich der IC50-Werte der verschiedenen Progesteron-Derivate: So-Di-
hydro-Progesteron (5a-DHP), 5B-Dihydro-Progesteron (53-DHP), 203-OH-Progesteron
(20B-OHP), 3a,5B-Tetrahydro-Progesteron (THP), Deoxycorticosteron (DOC) und
3a,5B-Tetrahydro-Desoxycorticosteron (TH-DOC) fiir die Reduktionsreaktion der 11[3-
HSD-2.

4.4.4. Inhibitionsversuche mit Gallensiuren, Metopiron und Ketokonazol

Bei Zugabe von bis zu 10” mol/l Lithocholsdure, Chenodeoxycholsiure und Metopiron zu
den Inkubationsansdtzen ergaben sich nur sehr geringe Hemmwirkungen (12,8 % fiir
Lithocholsdure, 10,7 % fiir Chenodeoxycholsdure und 8,5 % fiir Metopiron). Lediglich
Ketokonazol hemmte bei Konzentrationen iiber 107 mol/l die Konversion von Oxo-
Dexamethason verstirkt (siche Abb. 4-28), wobei der IC50-Wert bei 2,1 x 10° mol/l lag. Fiir
Metopiron wurden zusitzlich Konzentrationen bis 10~ mol/I untersucht, bei denen es zu einer
signifikanten Hemmung der Reduktionsreaktion der 11B-HSD-2 kam (IC50-Wert siehe
Tabelle 4-16).
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Abb. 4-28: Hemmung der Reduktionsreaktion der 11B-HSD-2 in humanen Nierenmikrosomen
(7,5 ng/ml) bei Verwendung von 65 nmol/l Oxo-Dexamethason als Substrat. Mittelwerte £ SD (n=3),
"P< 0,05, “P< 0,01, "P< 0,001 gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor (0 % Hemmung).

Inhibitoren ICS50-Werte (mol/l)
Lithocholséure >107
Chenodeoxycholsdure keine Hemmung
Metopiron 6,1 x 107
Ketokonazol 2,1x 10°¢

Tabelle 4-16: IC50-Werte von Lithocholsidure, Chenodeoxycholsiure,
Metopiron, und Ketokonazol fiir die Reduktionsreaktion der 11pB-
HSD-2 in humanen Nierenmikrosomen.
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4.5. Zusammenfassung der Ergebnisse der Inhibitionsversuche der
113-HSD-1- und -2-Oxidations- und -Reduktionsreaktion

165 O(Xglr/tl‘; 11p-HSD-1 | 11p-HSD-1 | 11B-HSD-2 | 11B-HSD-2
Inhibitoren Oxidation Reduktion Oxidation Reduktion
Glycyrrhetinsdure 4,0x 10® 3,1x 10" 8,0x 107 1,2x 10®
Carbenoxolon 6,0x 10 3.0x 10" 8,4x 107 59x 107
11a-OH-Progesteron 2,8x 107 51x 107 2,1x 107 1,L1x10®
11B-OH-Progesteron 44x107 1,3x10° 6,8 x 107 1,5x 10®
Progesteron 1,7x 10° 8,4x10° 4,8x10® 4,6x 10°
Is)?ogeliﬁgz 3,8x 107 6,5x 107 2,4x 107 45x% 107
ifogDéfthf,ﬁ 1,6 x 10° 3,4x10° 1,1 x 10° 3,0x 10°
20B-OH-Progesteron 1,9x 10° 6,1 x 10°° 58 x10° 4,2x 107
%‘:{;Z E;iffﬁhyd“" 2,6x 10 44x10° | keine Hemmung | 8,0 x 10
%g’é‘/)comc‘”temn 44%10° 4,0x 10° 9,9x 10° 1,9x 10°
%%ZB'Tetrahydm' 2,8% 10 2,2x10° >107 7,1 x 107
Lithocholséure 2,7x10° 2,4x10° >107 >107
Chenodeoxycholsdure 44x10° 2,8x10° keine Hemmung | keine Hemmung
Metopiron keine Hemmung 3,1x 107 > 107 6,1x 107
Ketokonazol keine Hemmung > 107 9,8x 10° 2,1x10°

Tabelle 4-17: Liste der [C50-Werte der untersuchten Inhibitoren. Die 113-HSD-1 wurde aus humanen
Lebermikrosomen gewonnen (0,15 mg/ml fiir Oxidation, 0,03 mg/ml fiir Reduktion), die 113-HSD-2
aus humanen Nierenmikrosomen (0,03 mg/ml fiir Oxidation, 7,5 pg/ml fiir Reduktion). Substrate
waren Cortisol fiir die Oxidation (0,98 umol/l bei der 1168-HSD-1, 25 nmol/l bei der 113-HSD-2) und
Oxo-Dexamethason fiir die Reduktion (1,6 pmol/l bei der 113-HSD-1 und 65 nmol/l bei der 11[3-
HSD-2).
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Als selektive 11B3-HSD-1-Inhibitoren waren die getesteten Progesteron-Derivate ungeeignet,
denn sie hemmten sowohl die 11p3-HSD-1- als auch die 11p-HSD-2-katalysierten Reaktionen.
Einzige Ausnahmen waren 3o,5p-Tetrahydro-Progesteron und 3o,5p-Tetrahydro-DOC, die
auf die 11B-HSD-2-Oxidationsreaktion keinen bzw. nur einen minimal hemmenden Effekt
ausiibten. In der Regel lagen die IC50-Werte der Inhibitoren fiir Reduktions- und

Oxidationreaktionen in derselben Gréenordnung.

Fiir die Hemmung der 11p-HSD-1-katalysierten Reaktionen waren im Vergleich zu den 11p3-
HSD-2-katalysierten niedrigere Konzentrationen Lithocholsdure ausreichend. Fiir die
Reaktionen der 11B-HSD-2 lagen die IC50-Werte bereits auflerhalb der von uns untersuchten
Konzentrationen von 10 bis 10 mol/l, so dal3 es sich bei der Lithocholsdure um einen relativ
selektiven 11B-HSD-1-Inhibitor handelte (siche Abb. 4-29). Einen selektiven 113-HSD-1-
Inhibitor fanden wir in der Chenodeoxycholsdure, die die 113-HSD-1 hemmt und in dem von
uns untersuchten Bereich kaum FEinflu auf die Aktivitdit der 11B-HSD-2 zeigte. Die
Hemmwirkungen auf die Oxidations- und und Reduktionreaktionen, die durch die 11p3-HSD-

Isoenzyme vermittelt werden, sind nochmals in Abb. 4-30 zusammengefaft.

Metopiron hemmte die Oxidationsreaktion der 113-HSD-1 und -2 jeweils schlechter als die
Reduktionsreaktion (IC50-Werte auBBerhalb des untersuchten Bereichs). Fiir die 113-HSD-1-

Oxidationsreaktion war keine signifikante Hemmung erkennbar (siche Abb. 4-31).

Ketokonazol hemmte die 11p3-HSD-1-Oxidationsreaktion ebenfalls nicht und hatte auch auf
die 11B-HSD-1-Reduktionreaktion nur einen geringen Effekt. Die 113-HSD-2 katalysierten
Reaktionen wurde dagegen wesentlich besser gehemmt, so da3 es sich beim Ketokonazol um

einen relativ selektiven 11B-HSD-2-Inhibitor handelt.
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Abb. 4-29 (oben) und 4-30 (unten): Hemmung der 11B-HSD-1 bzw. —2-katalysierten
Oxidation und Reduktion durch Lithocholsdure (Abb. 4-29) und Chenodeoxycholsdure (Abb.

4-30); "P< 0,05, "P< 0,01,
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P<0,001.
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