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Wahlpflichtfach Pharmazie

m In einem der pharmazeutischen Facher
— Pharmazeutische Biologie
— Medizinische und Pharmazeutische Chemie
— Pharmakologie, Toxikologie und klinische Pharmazie
— Pharmazeutische Technologie
— Pharmazie- und Wissenschaftsgeschichte

m Theoretische und praktische Bearbeitung von Forschungsprojekten in
den pharmazeutischen Arbeitsgruppen innerhalb von etwa drei
Wochen am Ende des 7. Fachsemesters

m Prasentation der Ergebnisse auf einem fur alle Studierenden der
Pharmazie offenen, fachubergreifenden Minisymposium am Anfang
des 8. Fachsemesters

Vortrage

m Etwa 10 Vortrage a 10
min. (inkl. Diskussion

m Studierende tragen als
Gruppe vor.

Poster

m Prasentation und
Diskussion von etwa 20
Postern im Anschluss an
die Vortrage
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Neue Designer-Drogen: Synthetische Cannabinoide NES
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Charakterisierung monoklonaler stabil transfizierter K562
GFP-HO-1-A266

Neue N-substituierte Paullone als Trypanothionsynthetase-
Inhibitoren

Akim Yildiz, Lisa Unger Kim-Sara Thiele und Sandra Frobel, Betreuer: Bianca Schafer, AG Behrends
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Kristallisierung von Typ lll Polyketidsynthasen (BIS und BPS)
Einﬂuss der PremiX'Qualltat auf dle entst( Sina Annabell Schmidt, Ann-Christin Meyer, Ebtesam Ali, Prof. Dr. Ludger Beerhues

Technische Universitat Braunschweig | Institut fiir Pharmazeutische Biologie

einer Emulsion nach Herstellung n eai@u-braunschweig de
Membranemulgieruny

M.Robrook, I.Kramer, F.Arndt, S.Gehrmann
Institut far Pharmazeutische Technologie, Technische Universitat Braunschweig, MendelssohnstraRe 1, 381!

Ausklang

Austausch zwischen allen

Synthese von Imidazol-Gold-Alkin-Derivate
Enzymaktivitatsassays der Mammalia-Thic

Nadine Willeke, Andre Prause, Agnieszka Prochnicka, Ingo Ott
Technische Universitat Braunschweig | Institut far Medizinische und Pharmazeutische
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Einleitung Reaktionen von BIS und BPS

At ygeTn VAN o

JNT 3 d v E|nIe|tung Benzophenon-Synthase (BPS) aus 3,5-Diydroxy-
i i o S0 nM Metallorganische Verbindungen haben in den vergangen Jahrzehnten verstarkt an Bedeutung Einleitung dem Blut-Johanniskraut (Hypericum [/j\ ' bipheny!
] s der Antitumorforschung Interesse geweckt. _Sie sind selekti\_/e Inhil?itoren der Thioredoxipredukt + Nanoemuisionen stellen einen méglichen Trager fur schwer <~ Premix androsaemum) und Biphenyl- 7 -SCoA

3 wird [1,2]. Im 1 wurden -Gold-Alkin-Verbindungen als potentielle Tr wasserlésliche Arzneistoffe dar [1], Apl <~ Membran Synthase (BIS) aus der Vogelbeere r

Inhibitions Assay optimiert.

Synthese
q Die Darstellung von N,N-Dialkylimidazol-Gold-Alkin-Derivaten erfolgt
l e in einer Dreischrittsynthese. Ausgangssubstanz ist Imidazol, welches
. s & 8 zunachst durch N,N-Dialkylierung umgesetzt wird (Abb. 1a). Nach
| Ve Guanﬂal'cyc as o ' E H Aufreinigung reagiert das N,N-dialkylierte Imidazoliumsalz mit
& w,g{,\;se iayser 08 Sk g Dimethylsulfidgoldchlorid in einer Transmetallierungsreaktion (Abb.
| o ! e ‘ml LR 1b) [3]. Im letzten Schritt reagiert das entstandene Gold-Imidazol-
pphosphd und TSR 2 ¥ ‘ Derivat mit einem Alkin zum Endprodukt (Abb. 1c) [4].
v 3 R—I
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Abb.1. Dreischrittsynthese zur Darstellung von N,N-Dialkylimidazol-Gold-Alkinen
Syntheseverlaufskontrolle
Der Syntheseverlauf wird in regelméRigen Abstédnden mittels
Dunnschichtchromatographien tberpriift. Die Methodenparameter

wurden im Zuge des Wahlpflichtfachs optimiert.

Fur die ersten zwei Syntheseschritte konnten Methanol als mobile
Phase und Kieselgel GF254 als stationdre Phase mit der besten
Trennleistung identifiziert werden.

Zur Kontrolle des dritten Reaktionsschritts wird ein Gemisch aus
Ethylacetat und n-Hexan 1:1 als mobile Phase und Aluminiumoxid als
stationére Phase verwendet.

Die Verwendung von Aluminiumoxid als stationare Phase ist durch die
Zersetzung des Endproduktes auf Kieselgel bedingt.

Die Kontrolle der Zwischen- und Endprodukte erfolgt nach
entsprechender Aufreinigung durch Elementaranalyse und NMR-
Spektrometrie.
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Die Synthese der alkylierten Imidazol-Gold-Alkine konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Mit durchs]

Eine Reinheit der Syntt

Die Optimi des
einem erwarmten Reaktionsmix erlangen (Abb.4).

Referenzen
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ethylierten Imidazol-Gold-Alkins lassen sich nur die ersten zwei Syntheseprodukte ausreichend aufreil
ivi war erfolgreich. Die stabilsten Ergebnisse lassen sich nj

— [3] Rubbiani R., Can
[2] Becker K., Gromer S., Schirmer R.H., Eur. J. Biochem. (2000) 267, 6118-6125 _ [4] Garg J -A., Blacq

- Sie kénnen sowohl mities Hochdruckhomogenisation, als
auch mit Membranemulgierung hergestellt werden.
= Letztere kann wiederum unterteilt werden in die Premix-
und die direkte

2

Experimentelle Methoden

Herstellung der Nanoemulsion

= Die Zubereitung bestand aus 20% Miglyol, 10 % Poloxamer
188 als Emulgator und 70 % Aqua demineralisata.

* Poloxamer 188 wurde in Wasser gelost und Miglyol mithilfe
des Ultraturrax (IXA T25 digital, Dispergierwerkzeug S25N-
10G) eingearbeitet (Rahrdauer: 2 min, Drehzahl: 10.000 rpm)

* Emulgatorkonzentration, Ruhrdauer und Drehzahl wurden im
Versuchsablauf varilert.

- Die verschiedenen Premixe wurden mithilfe von LiposoFast
bzw. Spri durch eine (200 nm;
Pieper Filter) emulgiert (21 Zykien)

- Ausgewshite Premixe wurden mittels LiposoFast bzw.

einer

LiposoFast

Abb.2 LiposoFastbasic [4]

Spritzenpumpe

Collection container

Pressure sensor
Membrane holder
Stainless steel
Check valves | SY"Nge

High pressure
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Abb.3: Aufbau der Spritzenpumpe [3]

PartikelgroBenmessung

* Die Partikelgrofienbestimmung (d10,d50,d90) erfolgte mittels
L unter der PIDS-
(Polarization Intensitiy Differential Scattering) (LS 13320,
Beckman-Coulter)

Schlussfolgerung

= Bei der Variation der Emulgatorkonzentration stellte sich eine

Veranderung der PartikelgroRe heraus: Je weniger Emulgator
eingesetzt wurde, desto gréfer waren die Teilchen. Zur
Herstellung der Nanoemulsionen mit dem LiposoFast waren
mindestens 4 — 10 % Emulgatoranteil notwendig.

= Widererwartend fuhrte der Vergleich von 4- und 10%iger

mit der nach 21 Zyklen
zu annahemd gleichen Partikelgrotien, wobei die Spanne bei
10% Emulgator enger verteilt war.

= Zur Charakterisierung des Premixes wurden verschiedene

Drehzahlen und Ruhrzeiten angewendet, dies wirkte sich
deutlich auf die PartikelgroBen im Premix aus, die
entsprechenden  Nanoemulsionen zeigten dagegen keine
erheblichen Unterschiede.

Al < Nanoemulsion
Abb.1:Prinzip der Premix-Membranemulgierung [3)

= Bei der Premix-Membranemulgierung wird eine grobe Vo
emulsion durch die Poren einer nanoporosen Membrg
extrudiert, um Kieinere Partikel zu erhalten

Ergebnisse und Diskussion
ion der

= Der Emulgatoranteil wurde ausgehend von 10 % schrittwei
gesenkt, um die Minimalkonzentration zu finden, mit der nod
Nanoemulsionen hergestellt werden konnten.

= Die Nanoemulsionen mit 10%, 5% und 4% Emulgator wiese}
im d50 eine einheitliche PartikelgréRe von ca. 300 nm bf
Kkonstanter Spanne auf.

= Die Emulsion mit einer Konzentration von 3% enthielt deutlig
groRere Partikel (d50 ca. 550nm).

= Bei der Emulsion mit 2% Emulgatoranteil befanden sich df
Partikel in einem GroRenbereich von ca. 1,5 um, das Ziel eir
Nanoemulsion herzustellen wurde hier deutlich verfehit.
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Zyklusanalyse
= Die Premixe mit 4% und 10% Emulgator wurden mithilfe dd
einer
= Es entstanden jeweils Nanoemulsionen in eine
Partikelgriienbereich von ca. 200 nm.

(Sorbus aucuparia) produzieren
antimikrobielle Phytoalexine. Zudem
zeigen viele Verbindungen weitere
pharmakologische Wirkungen.

Durch Kristallisation sollen die Struktur
und die Reaktionsmechanismen beider
Enzyme aufgeklart werden.

Ziel

Die BIS aus S. aucuparia und die BPS aus H.

androsaemum sollen in groRem Umfang aufgereinigt
und zur Strukturaufklarung kristallisiert werden. Dies
soll Einblick in die beiden unterschiedlichen
Mechanismen der Zyklisierung geben, die von den
Enzymen katalysiert werden.

Versuchsablauf

Durch die Auswahl N-terminal verkurzter
Enzyme sollte das Kristallwachstum
verbessert werden. Hierbei war vor allem zu
testen, ob die verkurzten Enzyme noch
Aktivitat aufweisen.

Proteinexpression

!

* Es ist auffallig, dass man bei 10%
bereits nach 5 Zyklen einen Partikelgréenbereich von 200 n
erreichte, bei der Emulgatorkonzentration von 4% waren hi
min. 17 Zyklen notig.

= Bei dem Premix mit 10% Emuigatoranteil entstanden nach 2
Zyklen geringfugig Kleinere Teilchen.

—=—10% Poloxamer 188
* 4% Poloxamer 188
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[1] http://www.pharmtech.tu-bs.de/files/bunjes/
Forschungsschwerpunkte_HB_deutsch_070131.pdf, 24.02.1

Nachmittag der Forschung, Sommersemester 2015
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Aufreinigung der Protei /

l % IEC

Enzym-Assay SEC
(HPLC) Homogenitatsmessung

nach Aktivitatsbestimmung

l mittels HPLC

Kristallisierung

Ausblick

Mutation ist eine weitere Méglichkeit, um das Kristallisations-
wachstum zu beeinflussen. Man vermutet, dass die geladenen

Aminosauren an der Oberfléche des Proteins das Kristallwachstum
stéren. Deswegen kénnte man durch einen Austausch gegen Alanin

(nach aulien neutral) den Kristall stabilisieren.

Tetraketid

Lo = -0
1x Benzoyl-CoA\ @W\"/\’(ﬂlm w
+ / & 6 o o
MWOH BPS L

0
2,4,6-Trihydroxy-
3x Malonyl-CoA benzophenon

Vorladufige Ergebnisse 1

Es wurden nadelférmige Kristalle der /
BPS erhalten, die aber nicht

ausreichend waren, um Réntgen- /
strahlen zu beugen und somit die
Proteinstruktur zu interpretieren.

Ergebnisse B R @
In der denaturierenden SDS- ¢ =
Polyacrylamid-Gelelektrophorese oL,
wurden die Uberexprimierten - -
Proteine in einem Molekularsieb -

entsprechend ihrer GréRRe aufge- 1
trennt. Durch das Auftreten klarer Y
Banden ohne Verunreinigungen

wurde die Reinheit der Proben bestatigt.

- 13,5-Dihydroxybiphenyl - 2,4,6-Trihydroxybenzophenon

s 8§

J»NJ_, e,
BIS BPS
Mittels HPLC-Analyse wurde die Aktivitat der Proteine Uberprift. Aufgrund der Hauptpeaks
und verhaltnismaRig geringer Nebenproduktpeaks sind die aufgereinigten Proteine fur die
Kristallisation verwendbar.

Literatur

* B.Liu, H. Falkenstein-Paul, W. Schmidt, L. Beerhues. Benzophenone synthase and chalcone synthase from
Hy . and site-directed mutagenesis of two
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