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Abstract: Die Arzneistoffentwicklung stellt ein vielfiiltiges
Aufgabenfeld dar, welches als grundlegendes Element die Er-
zeugung von Struktur-Aktivitits-Beziehungen (SAR) durch
wiederholte chemische Synthese und biologische Aktivitiits-
bestimmung mafgeschneiderter Molekiile beinhaltet. Hier
berichten wir iiber die Entwicklung eines Fluss-basierten bio-
chemischen Assays und seine nahtlose Einbindung in ein
vollautomatisiertes System, bestehend aus flusschemischer
Synthese, Aufreinigung und Quantifizierung in serieller Ab-
folge. Diese neuartige Synthese-Screening-Platform ermoglicht
es, SAR-Daten von [3-Sekretase-Hemmern in einer bisher un-
erreichten Durchlaufzeit von 1 Stunde anstelle mehrerer Tage
zu erhalten. Die vollstindige Automatisierung und Einbin-
dung industrielle Prozesse hat seit jeher zu Produktivitiitsstei-
gerung und Kosteneinsparungen gefiihrt. Diese Studie zeigt,
wie diese Konzepte angewandt auf die Erzeugung von SAR-
Daten, zu einem effizienteren Arzneistoffentwicklungsprozess
fithren konnen.

Das Auffinden von Leitstrukturen mittels iterativer Er-
zeugung von Struktur-Aktivitdts-Beziehungen (SAR) ist
grundlegendes Element der friihen Arzneistoffentwicklung.[!
Ein vollstdndiger SAR-Durchlauf setzt sich aus der organi-
schen Synthese des Wirkstoffs, seiner Aufreinigung sowie
dessen Strukturnachweis und biologischer Aktivitdtsbestim-
mung samt Datenauswertung zusammen. Dabei werden die
verschiedenen Aufgaben zur Generierung von SAR-Daten
iiblicherweise in hochspezialisierten und rdumlich getrennten
Einrichtungen durchgefiihrt, was eine zeitaufwendige Logis-
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tik und zahlreiche Transportschritte der synthetisierten Ver-
bindungen bedingt. Ein weit verbreiteter Losungansatz fiir
dieses Problem besteht in der Parallelisierung von chemischer
Synthese und biologischem Assay, was jedoch aufgrund des
Fehlens von Riickkopplungsinformationen in Echtzeit ein
eher kostspieliges Konzept darstellt, da eine Vielzahl irrele-
vanter chemischer Strukturen erzeugt werden.” Es ist daher
von grolem Vorteil, die gesamten chemischen, analytischen
und biologischen Arbeitsschritte in einem einzigen, kontinu-
ierlichen Prozess zusammenzufiithren, was zeitliche sowie
rdaumliche Barrieren verrringern und somit eine kosteneffi-
zientere Identifizierung von Leitstrukturen ermdglichen
wiirde.”! Die hier vorliegende Studie hat daher zum Ziel,
einen biologischen Assay zu entwickeln, der direkt in einen
fluidischen Prozess eingebunden werden kann, um diesen
schlieBlich nahtlos in ein vollautomatisiertes System zur
Synthese, Aufreinigung und Quantifizierung von Wirkstoffen
unter Durchflussbedingungen in serieller Abfolge zu inte-
grieren. Diese vollintegrierte Synthese-Screening-Plattform
ermoglicht es, SAR-Daten innerhalb von 60 Minuten, ge-
rechnet ab dem Zeitpunkt der Injektion der Startmaterialien
bis hin zur Erzeugung der mittleren inhibitorischen Konzen-
tration (ICs), gegen ein bestimmtes Zielprotein zu generie-
ren. Die Validierung unseres Ansatzes erfolgte tiber die Er-
zeugung von SAR-Daten fiir zwei verschiedene Anilin-Bau-
steine, welche mit ausgewéhlten Carbonsduren gekuppelt
wurden, um Wirkstoffe zur Hemmung von [-Sekretase her-
zustellen. Dieses Enzym nimmt eine Schliisselstellung in der
Alzheimerforschung ein. Aus diesem Grund ist eine Arznei-
stoffentwicklung gegen dieses Target von hoher Bedeutung,
erweist sich aber auch als sehr anspruchsvoll, da Fortschritte
in diesem Bereich hauptsichlich synthesegetrieben sind.™
Trotz jingster Fortschritte in der Automatisierung und
Integration chemischer und biologischer Prozessel'* konnte
sich ein nahtloser Synthese-Screening Prozess nocht nicht
herausbilden. Dies ist hauptsédchlich der Tatsache geschuldet,
dass es bisher keine Methode gab, die es erlaubte, unter
Durchflussbedingungen die biologische Aktivitét potenzieller
Arzneistoffe iiber Dosis-Wirkungs-Beziehungen zu bestim-
men.>"'¥ Im Rahmen dieser Studie wurde daher in einem
ersten Schritt ein Flussprozess entwickelt, um aus einer ein-
zigen Injektion eines Wirkstoffkandidaten einen sich iiber
sechs Grofenordnungen erstreckenden Konzentrationsgra-
dienten der Verbindung herzustellen und diesem Gradienten
kontrolliert Assayreagentien zuzufiihren. Die Ausprigung
des Gradienten wurde dabei in einer Kapillare mittels Taylor-
Dispersion['°] erreicht, ein fluidmechanischer Effekt, welcher
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\ und einer niedrigen katalyti-
schen Aktivitdt als anspruchs-
voll.?! Daher implementierten
wir eine robuste kinetische Aus-
lesemethode, indem das Anstei-
gen der Fluoreszenz an mehr als
100 Positionen, d.h. Wirkstoff-
konzentrationen, entlang der
Verweilstrecke zu 4 verschiede-
nen Zeitpunkten verfolgt wurde.
Zur Bestimmung der 1Cy-Werte
musste die Wirkstoffkonzentra-
tion an jeder Abtaststelle kali-
briert werden. In unserem
System hing der Konzentrati-
onsgradient in erster Linie von
den Konvektionskriften, d.h.
von dem  vorherrschenden
Flussprofil ab, wohingegen von
der Wirkstoffstruktur abhéngige
Diffusionskrifte vernachldssigt
werden konnten (SI 2.5). Ent-
sprechend wurde der Konzen-
trationsgradient mit einer einzi-
gen Vergleichssubstanz (Fluo-
rescein, 10mMm)  Kkalibriert,
dessen Konzentration sich indi-
rekt iiber laserinduzierte Fluo-
reszenz bestimmt lie. Da Fluo-
rescein unter sauren Bedingun-
gen nur schwach fluoreszierend
ist, wurden alle Pufferlosungen
durch alkalischen Boratpuffer
ersetzt, wéhrend die iibrigen
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Abbildung 1. A) Prinzip des Fluss-basierten Assays und Darstellung des verwandten mikrofluidischen
Aufbaus. B) Dosis-Wirkungs-Beziehungen sowie die fiir die Verbindungen A1-A4 erhaltenen Wirksam-
keitswerte gegen BACE1 (jeweils im Duplikat gemessen). In Klammern: entsprechende in Mikrotiterplat-

ten gemessene durchschnittliche Wirksamkeitswerte.

in der Vergangenheit in der Flussinjektionsanalyse seine
Anwendung fand.” Zufiihrung der Assayreagentien (d.h.
BACE1-Enzym und Substrat) zum Wirkstoffgradienten
wurde in einem eigens entworfenen Glaschip erreicht (Ab-
bildung 1 A), indem der den Wirkstoffgradienten enthaltende
Fluss mit den entsprechenden Enzym- und Substrat-enthal-
tenden Fliissen in einem bestimmten Verhéltnis zusammen-
gefithrt wurde. Die drei Strome wurden daraufhin in einer
speziell konstruierten Vermischungszone (,,split-and-recom-
bine mixer“) homogenisiert. Alle Fliisse wurden angehalten,
sobald sich die ansteigende Flanke des Wirkstoffgradienten
vollstidndig iiber die Verweilstrecke zur Inkubation der As-
sayreaktion erstreckte. Der BACE1-Hemmtest basiert auf
einer Verringerung der Fluoreszenzloschung (,,Dequen-
ching”, siche Abbildung S2 in den Hintergrundinformationen
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EinflussgroBen unverdndert
blieben (SI 2.6). Fluoreszenzin-
tensititen wurden nach Kali-
brierung mit bekannten Fluo-
resceinkonzentrationen in die
entsprechenden  Konzentrati-
onswerte umgerechent. Ein
durchschnittlicher Kalibrations-
gradient wurde aus drei unabhingigen Experimenten ermit-
telt, indem von jeder Ausleseposition das arithmetische
Mittel berechnet wurde. Der dynamische Bereich ist einer-
seits durch das Detektionslimit (ca. 100 pm) und andererseits
durch das Sittigungslimit (ca. 100 pm) festgelegt (Abbil-
dung S3). Der Chip-basierte Enzymhemmtest wurde mit vier
verschiedenen BACE1-Hemmstoffen validiert (Abbil-
dung 1B), welche jeweils im Duplikat gemessen wurden. Zur
Einschdtzung der Genauigkeit der gemessenen Chip-basier-
ten Aktivititen wurde die Streuung von Replikaten um ihren
Durchschnittswert (bis zu einem Faktor 3) beriicksichtigt,
welche typischerweise fiir diesen Assaytyp in 384-Mikroti-
terplatten (15-fache Verdiinnungsreihe) beobachtet werden
kann. Dementsprechend geben die erhaltenen durchnittli-
chen Wirksamkeiten gut die mittels klassischer Screening-
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methoden ermittelten Wirksamkeiten wieder, wihrend un-
gefiahr vier mal weniger Material pro Datenpunkt verbraucht
wurde. Erwidhnenswert ist, dass sich der hier vorgestellte
Assay herkommlichen Fluss-basierten Assays, welche einen
nur begrenzten Dosisbereich abdecken oder mit hydropho-
ben Assaybestandteilen unvertriglich sind, als tiberlegen er-
weist. So deckt unser Bioassay erstmals einen Dosisbereich
tiber sechs Grofenordnungen ab, wobei er prinzipiell auf alle
fluoreszenzbasierten Screeningassays anwendbar ist.?>%’]
Der Bioassay wurde anschlieBend mit einer Flusschemie-
Anlage verbunden, welche es ermdglicht, in serieller Abfolge
und unter Durchflussbedingungen hergestellte Wirkstoffe
iber praparative HPLC aufzureinigen, iiber LC-MS zu
identifizieren und iiber einen kalibrierten Lichtstreudetektor
(ELSD) zu quantifizieren. In einem ersten Ansatz wurden die
Produktfraktionen aus der LC-MS in einem offenen Frakti-
onsbehilter gesammelt (SI 3.1.1). Diese halb-integrierte,
jedoch vollstdandig automatisierte Anordnung erméglichte es,
die Genauigkeit der Kalibriering des Lichtstreudetektors zu
ermitteln, indem jede Produktfraktion zusdtzlich mittels
gravimetrischer Analyse (GA) und '"H-NMR-Analyse quan-
tifiziert wurde. Der Ansatz wurde mittels einer diversen
Substanzbibliothek validiert. Ausgehend von zwei unter-
schiedlichen Anilinbausteinen (A und B) wurden 20 ver-
schiedene BACE1-Hemmer synthetisiert, indem jede der
beiden Strukturen mit 10 verschiedenen Carbonsduren (Ab-
bildung 2 A) gekuppelt wurde. Die entsprechenden Seiten-
ketten 1-10 wurden anhand kiirzlich veroffentlichter BACE1-
Hemmwerte mit dem Ziel ausgewéhlt, den gesamten Wirk-
samkeitsbereich von hochaktiven (ICsy < 100 nm) bis hin zu
mittelaktiven (ICs,=0.1-1 um) und schwach aktiven Sub-
stanzen (ICs,>1 pm) abzudecken.**! Die Amidierungsre-
aktionen wurden auf einem ,,flow synthesizer (Vapourtec
R4) in Verbindung mit einer Fliissigkeitsbehandlungsstation
(Gilson) fiir automatischen Probentransfer durchgefiihrt. Der
Einsatz von 4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-morpholi-
nium-tetrafluoroborat (DMTMMT) als Kupplungsreagens
begiinstigte die bevorzugte Bildung des Amids an dem Ani-
linstickstoff anstatt an der nicht erwiinschten, aufgrund seiner
hoheren Basizitit jedoch intrinsisch reaktiveren Aminooxa-
zol-Gruppe.! Die aufgereinigten Verbindungen A1-A10 und
B1-B10 wurden mittels einer Fliissigkeitsbehandlungsstation
isoliert, wobei typischerweise 4-5 mL an Produkt mit Kon-
zentrationen im Bereich von 0.2 mm bis 2.1 mm (iiber 'H-
NMR-Analyse ermittelt) gesammelt wurden. Aliquots der
Wirkstoffe wurden anschlieSend durch dieselbe Fliissigkeits-
behandlungsstation zur Reinheitsbestimmung iiber LC-MS
sowie zur Ermittlung des ICs,-Wertes gegen BACEL ent-
nommen. Zusitzliche Teilproben wurden von Hand zur
Konzentrationsbestimmung mittels GA und 'H-NMR-Ana-
lyse entnommen. Im Vergleich zu letztgenannten Konzen-
trationsbestimmungsverfahren weist die Quantifizierung iiber
Lichtstreuung einen durchschnittlichen Fehler von ungeféhr
+30% (bzgl. GA) bzw. +40% (bzgl. 'H-NMR) auf (Tabel-
le S1). Da der Lichtstreudetektor mittels strukturell diverser
Vergleichssubstanzen kalibriert wurde und dementsprechend
auf vielfiltige Wirkstoffklassen angewandt werden kann, sind
diese Fehlergrenzen weitgehend akzeptabel. Die gemessenen
ICsp-Werte stimmen gut mit den aus klassischen Methoden
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Abbildung 2. A) Chemische Strukturen zweier Substanzbibliotheken
von BACE1-Hemmern (jeweils 10 Verbindungen), welche zur Validie-
rung der halb- und voll-integrierten Anlage ausgewdhlt wurden.

B) Hemmuwirksamkeiten der mit der halb-integrierten Anlage gescreen-
ten Substanzbibliothek gegen BACET. ICs)-Werte sind gegen die ent-
sprechenden klassisch, d.h. mittels Batchsynthese und Mikrotiterplat-
ten-basiertem Screening ermittelten Werte aufgetragen, (+ A1-A10; &
B1-B10). Die chemischen Strukturen der wirksamsten Hemmsubstanz
(griine Markierungen) als auch einer der inaktiven Substanzen (rote
Markierungen) sind hervorgehoben. Gestrichelte Linien: +-300% Inter-
valle, welche die typische, fiir klassisches Mikrotiterplatten-basiertes
Screening beobachtete Streuung von Replikaten um ihre Durch-
schnittswerte eingrenzen.

(Batchsynthese, Screening in Mikrotiterplatten) ermittelten
Werten tiiberein, was sich darin zeigt, dass 70 % der Wirk-
samkeitswerte weniger als Faktor drei von den klassisch er-
mittelten Werten abweichen (Abbildung 2B). Ebenfalls wei-
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chen 95 % der Replikate weniger als Faktor
drei von ihren zugehorigen durchschnittli-
chen ICs;-Werten ab. Dies zeigt, dass sich
die Reproduzierbarkeit der halb-integrier-
ten Anlage mit klassischen Methoden
durchaus vergleichen lédsst. Vergleicht man
die mittels der halb-integrierten Anlage
erlangten ICs,-Werte mit den auf klassische
Weise ermittelten Werten, so lésst sich eine
leichte Uberbewertung der Wirksamkeiten
feststellen, was weniger problematisch ist
als eine entsprechende Unterbewertung
derselben, da letzteres zu einem vorzeitigen
Ausschluss  interessanter Leitstrukturen
filhren wiirde. Erst kiirzlich wurden &hnli-
che halb-integrierte Synthese- und Scree-
ning-Anlagen vorgeschlagen: So hatten
Guetzoyan et al. kontinuierliche flussche-
mische Synthese mit einem sédulenbasierten
Affinititstest gekoppelt,!'”) wihrend Desai
et al. sowie Czechtizky et al. einen kom-
merziellen Durchflussreaktor mit klassi-
schen Mikrotiterplatten-basierten bioche-
mischen Assays kombiniert hatten.>'®! In
diesen Studien wurden chemische Synthese
und biologischer Aktivitdtstest entweder
von Hand oder iiber komplexe und teure
robotische Fliissigkeitsbehandlungsstatio-
nen miteinander koordiniert. Fiir die Arz-
neistoffentwicklung bote ein nahtloser und
flieBender Ubergang jedoch betrichtliche
Vorteile weit iiber den Gebrauch von ein-
facheren, fernsteuerbaren Gerédten hinaus,
wie z.B. der unmittelbare Transfer von
Wirkstoffen, die Eindimmung hoher Ma-
terialkosten, die Begrenzung von Konta-
minationsquellen, sowie die sichere Be-
handlung gesundheitsgefahrdender Verbin-
dungen. Daher wurde in einem néchsten
Schritt der Fluss-basierte Bioassay voll-
stdndig integriert, um einen nahtlosen Pro-
zess von Synthese, Aufreinigung undScree-
ning zu ermoglichen (Abbildung 3 A, SI
3.1.2). Hierbei wurde eine gegebene Pro-
duktfraktion nach erfolgter Reinigung un-
verziiglich in einer einzelnen Kapillare ge-
sammelt und soweit vorgeschoben, dass das
Konzentrationsmaximum der Fraktion tiber
die Einspritzschleifen fiir die analytische
LC-MS/ELSD-Einheit bzw. fiir den Bioas-
say zu liegen kam. Somit wiesen die Teil-
proben sowohl fiir die Quantifizierung als
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Abbildung 3. A) Arbeitsschritte der voll-integrierten Synthese-Screening-Anlage. In einem
einzigen kontinuierlichen Arbeitsablauf werden Verbindungen hergestellt, aufgereinigt, quan-
tifiziert und ihre biologische Aktivitit gegen BACE1 bestimmt (Durchlaufzeit: 60 min).

B) Mittels der voll-integrierten Anlage erhaltenen Hemmwirksambkeiten eines Teilsatzes der
in Abbildung 2 A beschriebenen Substanzbibliothek gegen BACET. IC;y-Werte sind gegen die
entsprechenden klassisch, d.h. mittels Batchsynthese und Mikrotiterplatten-basiertem
Screening ermittelten Werte, aufgetragen (+ A1-A5; A B2 und B7). Die chemischen Struk-
turen der am wirksamsten (griine Markierungen) als auch der am schwichsten wirksamen
Hemmsubstanz (rote Markierungen) sind hervorgehoben. Gestrichelte Linien: £300% In-
tervalle entsprechend Abbildung 2B.

auch fiir die Erzeugung des ICy,-Wertes eine nahezu identi-
sche chemische Zusammensetzung auf. Zur Validierung der
voll-integrierten Anlage wurden SAR-Daten fiir einen Teil
der in Abbildung 2 A dargestellten Substanzbibliothek gene-
riert. Aufgrund der Teilprobenentnahme am Ort der hochsten
Produktkonzentration war es moglich, die Menge an Anilin-
Baustein auf 2.5 mg herabzusenken. Es ist bemerkenswert,
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dass 71 % der erzeugten 1Cs,-Werte weniger als Faktor drei
von den klassisch erzeugten Wirksamkeitswerten abweichen.
Ebenso streuen 93 % der ICs-Werte der Replikate weniger
als Faktor drei um die entsprechenden Durchschnittswerte
(Abbildung 3B). Somit liefert die voll-integrierte Anlage re-
produzierbare SAR-Daten in guter Ubereinstimmung mit aus
klassischen Methoden gewonnenen Daten. Es ist zudem
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wichtig zu erwédhnen, dass mit einem durchnittlichen ICs,-
Wert von 12 nm die Verbindung A1 richtigerweise als die am
starksten wirksame BACE1-Hemmsubstanz der Bibliothek
eingestuft wurde. Die Synthese und Aufreinigung einer Ver-
bindung dauerte in etwa 30 min und bendtigte somit die
gleiche Zeit wie der biologische Hemmtest. Da der wieder-
verwendbare Glas-Chip nach jeder Messung etwa 30 min lang
gereinigt wurde, lag die gesamte Durchlaufzeit fiir den Syn-
these-Aufreinigung-Bioassay-Prozess bei etwa 60 min. Nach
bestem Wissen ist dies das erste Mal, dass SAR-Daten zur
Identifizierung und Optimierung von Leitstrukturen in solch
rascher Abfolge erzeugt wurden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Arznei-
stoffentwicklung ein vielfdltiges Aufgabenfeld darstellt, wel-
ches als grundlegendes Element die iterative chemische
Synthese und biologische Aktivitdtsbestimmung mafge-
schneiderter Molekiile beinhaltet. Hier zeigen wir zum ersten
Mal, wie beide Welten nahtlos miteinander verschmolzen
werden konnen. Industrielle Prozesse haben schon immer von
einer vollstdndigen Integrierung ihrer einzelnen Bestandteile
profitiert, insbesondere durch die einhergehende Effizienz-
steigerung und die damit verbundenen Kosteneinsparungen.
Diese Studie zeigt, wie diese Konzepte angewandt auf die
Erzeugung von SAR-Daten zu einer Beschleunigung des
Synthese-Aufreinigung-Bioassay-Prozesses und damit letzt-
lich zu einer rascheren und effizienteren Arzneistoffent-
wicklung fithren kénnen. Fiir die pharmazeutische Industrie,
die nach immer hoherer Produktivitit strebt, ist das hier
vorgestellte integrierte Konzept daher von grofler Bedeu-
tung, 272

Experimentelles

Chip-basierter Enzymhemmtest: Das Experiment wurde gestartet,
indem die Schleife (inneres Volumen =70 uL) eines softwaregesteu-
erten Injektionsventils mit dem zu messenden Wirkstoff geladen
wurde. Zur Validierung des Chip-basierten Assays wurde dieser
Schritt von Hand ausgefiihrt. Fiir die von der halb- oder voll-inte-
grierten Anlage ausgefiihrten Experimente wurden die Verbindun-
gen von einer Fliissigkeitsbehandlungsstation injiziert bzw. direkt von
der praparativen HPLC iibergeben. Dem Chip wurde anschlieBend
die Enzym-(90 nm), Substrat- (0.9 um) und Assaypufferlosung zuge-
fiihrt, jeweils zu einer Flussrate von 0.8 mLmin~!. Nach 2 min wurde
ohne Anhalten der Fliisse der Wirkstoff in die Dispersionskapillare
(innerer Radius =375 um, Linge =40 cm) injiziert und entlang der
Kapillare durch die Assaypufferlosung auseinandergezogen. Der re-
sultierende Konzentrationsgradient des Wirkstoffs floss durch den
Mittelkanal in den Chip ein und wurde dort mit den Enzym- und
Substratlosungen vereinigt. Ein ,,split-and-recombine“-Mischer in
Nihe zu den Einlasskanilen fiihrte zur vollstandigen Durchmischung
von Wirkstoff, Enzym und Substrat. Alle Fliisse wurden 46 s nach
Injektion der Verbindung angehalten. Die Mischung wurde schlief3-
lich 30 min lang inkubiert, wihrenddessen das Ansteigen der Sub-
stratfluoreszenz an 107 Stellen entlang der Verweilstrecke in vier
Durchgédngen aufgezeichnet wurde. Die rdumliche Verteilung der
Abtastpositionen wurde dabei der Form des Gradienten angepasst,
indem bei flachem Gradientenanstieg der Abstand zwischen zwei
Abtastpunkten grof3 und bei steilem Gradientenanstieg der Abstand
klein gewdhlt wurde. Dieser Abtastmodus ermdoglichte eine regel-
maiBigere Verteilung der Datenpunkte iiber den gesamten Dosisbe-
reich. Nach jedem experimentellen Durchlauf wurde der Chip 30 min
lang gereinigt. Zur Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven wurde die
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Steigung des zeitlichen Fluoreszenzanstiegs fiir jede der 107 Positio-
nen berechnet und in entsprechende %-Werte Enzymaktivitdt um-
gewandelt. Dabei wurde angenommen, dass die groite beobachtete
Steigung des Fluoreszenzanstiegs von der vollen Enzymaktivitit
hervorgerufen wird, wihrend die geringste beobachtete Steigung des
Fluoreszenzanstiegs vom vollstindig gehemmten Enzym stammt.
Unter Ausnutzung der Gradientenkalibration (SI 2.5) wurden die
Enzymaktivititen gegen die entsprechenden Fluoresceinkonzentra-
tionen aufgetragen und die sich daraus ergebende Dosis-Wirkungs-
Kurve an eine 4-Parameter-Hill-Gleichung angepasst. Die erhaltenen
Wirksamkeitswerte 1Cs,’ wurden schlieBlich fiir die Diskrepanz zwi-
schen den urspriinglichen Konzentrationen der getesteten Wirkstoffe
C£ und der urspriinglichen Konzentration der Vergleichssubstanz
Fluorescein C/ iiber folgende Beziehung korrigiert:

ICsy = I1Cs0°(G/CiF) gy
Eingegangen am 24. Oktober 2013
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