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1 Einleitung 5

1 Einleitung

1.1 Arzneistoffe und Wirkstoffe

Wirkstoffe sind nach Mutschledefiniert als ,Substanzen, die in lebenden Orgaais
eine biologische Wirkung hervorrufen. Als biolodisc Wirkung wird wertfrei die
Gesamtheit der Veranderungen in einem biologis@ystem bezeichnet. Arzneistoffe
sind Wirkstoffe, die zur Vorbeugung, Linderung, Heg oder Erkennung von
Erkrankungen dienen kénneh.*

Noch vor Christi Geburt wurde die Entstehung vomriheiten und die Wirksamkeit
von Arzneimitteln als eine Art Laune der Goétter esghen. Das Fundament der
modernen Medizin wurde erst durch den explosiversséfiszuwachs der Physik,
Chemie und Biologie im 18. und 19. Jahrhundert lgagen. Wahrend zunéachst
Naturstoffe wie die um 1630 aus Peru eingefuhrten&imde, aus der 1820 die
Isolierung des antipyretisch und analgetisch widean Chinins gelang, oder das von
Friedrich Sertirner 1803 aus Opium extrahierte Oporphin Bedeutung als
Arzneimittel erlangten, folgte bald darauf das @ker der synthetischen
Arzneistoffentwicklung’® Dieses ging einher mit der Suche nach Auslésem fii
Krankheiten und Madglichkeiten zur Bekampfung mikedler Erreger. So
vertffentlichte der preuf3ische Arzt Robert Koch &&eine Studien Uber Milzbrand
und entdeckte 1882 gemeinsam mit Louis Pasteur Mérbranderreger Bacillus
anthracis’ Zufallig, doch von weitreichender therapeutisctB@deutung, war die
Entdeckung des antibiotisch wirkenden Penicillimsctt den englischen Bakteriologen
Alexander Fleming (1881-1955) im Jahre 182Ber Wirkungsmechanismus von
Arzneistoffen auf molekularer Ebene blieb langentdeckt, bis Paul Ehrlich (1854—
1915) erstmals seine Rezeptor-Theorie vorstelEe. erkannte, dass im Kérper nur
solche Stoffe eine Wirkung entfalten, die an Zrelsturen gebunden werden: ,,Corpora
non agunt nisi fixata“. Ehrlich beschrieb die Wingueines Arzneimittels an einem
Rezeptor wie einen Schlissel im Schloss. Heuteewigar, dass dieses ,Schloss”, die

Zielstruktur (auch Target genannt) fur Arzneimitteh den meisten Fallen der
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momentan angewandten Arzneistoffe ein Protein el#ttdeben dieser grundlegenden
Erkenntnis der Interaktion von Arzneistoffen mitrukturen im Organismus pragte
Ehrlich den Begriff der ,Prodrugs”, indem er 1908sbhrieb, dass es Stoffe gibt, die
erst im Korper in ihre aktive Form umgewandelt veerckénner?:’ Abbildung 1.1.1

zeigt die Zielstrukturen der sich heute auf demRi¥lbaefindlichen Arzneistoffe.

Enzyme 47% GPCR30%

DINA 1% lonenkandle ™%
Integrine 1%
Verschiedene 2% Transporter 4%
Andere Nucleare Hormon-
Rezeptaren 4% rezeptoran 4%

Abbildung 1.1.1: Zielstrukturen der auf dem Markt befindlichen Aezstoffe (,small
molecules*), modifiziert nach Hopkins undoGm?

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungemeu entwickelten Wirkstoffen an
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (s. Kapitel 118 inhibitoren von Enzymen (s.
Kapitel 1.4) durchgefihrt.
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1.2 Biotransformation

Die meisten Substanzen, die dem menschlichen Gugaisi von aul3en zugefuhrt
werden oder durch den Stoffwechsel entstehen, twign eine Vielzahl von
Metabolisierungsreaktionen. Da lipophile Substanzach der glomerularen Filtration
in den Nierentubuli weitgehend wieder rickresotbregrden, kbnnen sie nur langsam
renal ausgeschieden werden. Es besteht die Gefabs, sie so im Korper verbleiben
und sich insbesondere im Fettgewebe anreichernSiige, die nicht vom Organismus
bendtigt werden oder toxisch wirken, sollen daleverandert werden, dass sie besser
ausgeschieden werden konnen. Viele Organismerzbadinzymsysteme, die lipophile
Substanzen in hydrophilere und somit leichter cuwmgbare Stoffe umwandeln kénnen.
Die Eliminationsgeschwindigkeit fettlslicher S®ffiangt somit in hohem Mal3e davon
ab, wie schnell sie im Organismus zu wasserlogtickerbindungen metabolisiert
werden. Die Umwandlungsprozesse von Fremdsubstanzeerden als
Biotransformation bezeichnet. Diese erfolgt voreml in der Leber und meist
untergeordnet in anderen Organen, z.B. im DarndeimNiere oder im Blut. Die an der
Biotransformation beteiligten Enzyme sind haufig nwe substratspezifisch. Sie
kommen strukturgebunden hauptsachlich in den Mendorades endoplasmatischen
Retikulums (z.B. Monooxygenasen, Glucuronyltraresen) und z.T. auch in den
Mitochondrien vor und daneben strukturungebundes lékliche Enzyme (z.B.
Esterasen, Amidasen, Sulfotransferasen). Das betdeulass sie Substrate
unterschiedlicher chemischer Struktur umzusetzeamigen. Die Enzymsysteme sind
nicht nur an der Biotransformation von Arzneistoffe sondern auch an
Stoffwechselprozessen korpereigener Stoffe (z.B. Steroidhormonen, Gallensauren,
Ham) beteiligt:
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1.2.1 Phase-I- und —lI-Reaktionen

Die folgende Abbildung 1.1.1 gibt schematisch diehtigsten Vorgange bei der
Biotransformation wieder.

Phase-I-Reaktion Phase-llI-Reaktion

Arzneistoff ———~  Phase-I-Metabolit ——~ Phase-lI-Metabolit

Oxidation i i :

: Konjugation mit:
Reduktion akt. Glucuronsaure
Hydrolyse

akt. Schwefelsaure
akt. Essigsaure
Aminosauren, etc.

Abbildung 1.2.1: Wichtige Vorgange bei der Biotransformation, mauirt nach
Mutschler!

Als Phase-I-Reaktion werden laut Mutschledie Biotransformationsreaktionen
bezeichnet, bei denen das Pharmakonmolekul oxid@i. durch mikrosomale

Monooxygenasen, die Hamproteine vom Typ des Cytmot?-450 enthalten), reduktiv
oder hydrolytisch verandert wird.

Bei den Phase-ll-Reaktionen erfolgt eine Kupplungonjugation) des

Pharmakonmolekils bzw. eines bereits durch einesd?hReaktion enstandenen
Metaboliten mit einer kdrpereigenen Substanz. kElewi Fallen wird erst durch eine
Phase-I-Reaktion die Voraussetzung fir eine Kortjagsreaktion geschaffen.
Wichtige Konjugationsreaktionen sind neben der pletung und Methylierung die

Konjugation mit aktivierter Glucuronsaure, mit Safelsaure oder mit Glycih.
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1.2.2 First-pass-Effekt

Das gesamte vendse Blut des Magen-Darm-Kanals waditdauch alle darin
enthaltenen Substanzen gelangen in die Pfortadkedurch diese in die Leber. Bevor
also ein durch die Magen- oder Dinndarmschleimresgdrbiertes Pharmakon das Herz
und von dort aus den Lungen- und Korperkreislardient, mul3 es die Leber passieren.
Fur seine Wirksamkeit ist es von ausschlaggebeBddeutung, ob und in welchem
Umfang es bei der ersten Passage durch die Scldeindes Magen-Darm-Kanals
metabolisiert sowie durch die Leber extrahiert odéf biochemisch umgewandelt
wird. Man spricht in diesem Zusammenhang vom sagaea First-pass-Effekt, der in
der folgenden Abbildung 1.1.2 schematisch dargestel

Magen-Darm Darmwand Leber IBtgefalle
Lésung ‘ ‘ Blut-
m§ . spiegel
Fester Arzneisto :
\ 4 v
Biotrans- Extraktion,
formation Biotransformation

Abbildung 1.2.2: First-pass-Effekt, modifiziert nach Mutschfer.

Der First-pass-Effekt charakterisiert den Anteihes Stoffes, der bei dieser ersten
Passage metabolisiert oder von der Leber zurickgehaird. Substanzen, bei denen
der First-pass-Effekt verhaltnisméanig grol3 istdsmB. der Betablocker Propranolol,
das Lokalanasthetikum Lidocain oder das Koronaagpeutikum Glyceroltrinitrat.
Dieses wird deshalb und wegen des schnelleren Wideintritts auch sublingual

verabreicht

Neben dem Abbau durch Leberenzyme kann auch eina@bdéierung im Lumen oder
in der Wand des Gastrointestinaltrakts Ursachesdhmest-pass-Effekts sein. Allein der

pH-Wert von pH 1-2 und das im Magensaft enthalteapsin konnen zu erheblichen
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Abbau- und Metabolisierungsreaktionen vor der Rasan fihren. Auch das basische
Milieu im Dunndarm von pH 7-11 kann zum Abbau fithrdm Darm finden
insbesondere  Konjugationsreaktionen statt. Eine geguéigte prasystemische

Elimination findet man z.B. bei Sexualhormonen iuwtphin?

1.2.3 Bioinaktivierung und Bioaktivierung

Biotransformationen laufen im Organismus unabhéarggon ab, ob die gebildeten
Metaboliten wirksam oder unwirksam, schadlich agleschadlich fir den Organismus
sind. Die Biotransformation kann somit zu einer KMirgsabschwachung bzw.
vollstandigen Inaktivierung oder zu einer Bioaktning fuhren. Ist der aktive

Metabolit toxischer als die Ausgangssubstanz, $wtfdie Metabolisierung zu einer
Giftung. Biotoxifizierungsvorgangen ist besonderafrAerksamkeit zu schenken, da
ihre Kenntnis und ihr Verstandnis die Madoglichkeiteten, durch entsprechende
Veranderungen im Arzneistoffmolekil die Entstehubtaxischer Metabolite zu

verhindern. Diese toxischen Metabolite treten issbéeere dann auf, wenn infolge von
hohen Dosen die Kapazitdt der Biotransformationdi@a@en, die in der Regel zu

untoxischen Abbauprodukten fihren (z.B. Glucuramaing, Sulfatierung), nicht mehr
ausreicht (z.B. Paracetamol-Intoxikation). Eine hige Ursache chemischer Lasionen
sind radikalische Zwischenstufen bei Oxidationsd tReduktionsvorgangen. Neben
dem Arzneistoffradikal entstehen aktive Sauerspeffses, die bei Uberlastung der
Abbauwege nicht rasch genug inaktiviert werden kinrEin Weg zur Vermeidung

toxischer Metabolite ist die Entwicklung von Arzsigiffen, die im Organismus (fast)
nicht oxidativ biotransformiert werden. Die Synteesolcher Verbindungen kann z.B.
in der Weise erfolgen, dass man an den Stellenvitéskuls, die normalerweise der
Biotransformation unterliegen, Reste einfuhrt, dieht verandert werden konnen.
Derartige Arzneistoffe besitzen in der Regel eiaegk Plasmahalbwertszeit mit den

entsprechenden Vor- und Nachteifen.
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1.2.4 Softdrugs

Eine zweite Mdoglichkeit, das durch die Biotransfatmon entstehende Risiko zu
reduzieren, ergibt sich aus der Entwicklung sodtdBags, d.h. von Wirkstoffen, bei
denen es sich entweder um noch aktive(re) Phasetdddliten handelt (z.B.
Oxazepam als Metabolit zahlreicher Benzodiazepou®r die an einer gewinschten
Stelle, der sog. Sollbruchstelle, biotransformwegtden. Softdrugs sind also Wirkstoffe,
die schnell und vorhersagbar metabolisiert undtimakt werden sollen, nachdem der
gewinschte Effekt ausgelost wurde. So kann manArBeistoffe synthetisieren, die
hydrolytisch zu unwirksamen, nicht weiter oxidatmetabolisierbaren Substanzen
abgebaut werden (z.B. Suxamethonium). Ein weitdg, um zu Softdrugs zu
gelangen, besteht darin, von inaktiven Metabol#aaszugehen und diese chemisch so
abzuwandeln, dass sie wieder aktiv sind, im Organssjedoch hydrolytisch zu dem

unwirksamen Ausgangsmetaboliten biotransformiertiere (z.B. Fluocortinbutyf).

1.2.5 Prodrugs

Unter Prodrugs versteht man Substanzen, die datiisgisch weitgehend inaktiv sind,
die aber im Organismus in eine aktive Form umgewHnderden. Dies kann
enzymatisch oder nicht enzymatisch erfolgen. Dieviiklung von Prodrugs kann dann
versucht werden, wenn eine technologische, pharkiadische, pharmakodynamische
oder toxikologische Eigenschaft eines Wirkstoffegbessert werden soll. So bietet sich
die Synthese von Prodrugs an bei Wirkstoffen mhlessthtem Geschmack, nicht
ausreichender Wasserloslichkeit bei erforderlicharenteraler Applikation, geringer
Resorbierbarkeit, hohem First-pass-Effekt, kurzerrkwhgsdauer, ungeniigender
Verteilung in Zielorganen, mangelhafter Wirkungs&élitat oder hoher Toxizitat. Wie
die folgende Abbildung 1.1.3 zeigt, kann bei einédfnkstoff, der trotz hoher Affinitat
zum Rezeptor infolge unzureichender Resorptiontniigh die Therapie geeignet ist,

durch Bildung eines Prodrugs die Aufnahme in dega@ismus verbessert werdeh.
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Wirkstoff N

,Drug*

L b

Abbildung 1.2.3: Prodrug-Konzept, modifiziert nach Mutschter.

|

Wirkstoff

= I + “
+Pro-Gruppe ,,Drug

Membran-
barrieren

—> | Pro

|
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1.3  Purinerge Rezeptoren

Die Nucleotide ATP, UTP und UDP, das Nucleosid Am#n und die Nucleobase
Adenin sind wichtige physiologische Molekile, dim iKorper eine Vielzahl von
Funktionen wahrnehmen. Sie kdnnen ubiquitar in iBigmten Konzentrationen im
extrazellularen Raum nachgewiesen werden. Hier ragteren sie mit
membranstandigen Purin bindenden Proteinen, deemsogten purinergen Rezeptoren:
P0O-Rezeptoren, die von Adenin aktiviert werden, Rekeptoren, die von Adenosin
aktiviert werden, und P2X- und P2Y-Rezeptoren, Wwelcsich von Nucleotiden
aktivieren lassef’*® Extrazellulare Nucleotide und Adenosin nehmen ldudéese
Rezeptoren Einfluss auf viele physiologische undhapathophysiologische Prozesse.
Uber das rein akademische Interesse an diesen Metekind ihren Wirkungen hinaus
sind sie deshalb schon seit vielen Jahren im Foeusmedizinischen Chemie. Ein
therapeutisches Prinzip auf der Grundlkage einemgngen Rezeptors konnte bereits
auf dem Markt etabliert werden, einige weitere fadin sich in unterscheidlichen
Phasen der klinischen EntwickluhG®® Irreversible P2Y»-Antagonisten wie
Clopidogrel finden klinische Anwendung als Thromyge@naggregationshemmer mit
Milliardenumsatzen. Clopidogrel wurde allerdings neh Kenntnis des Targets
entwickelt. Dass ein Metabolit des Clopidogrels dewrombozyten-P2Y,-Rezeptor
irreversibel allosterisch hemmt, wurde erst langeehn der Markteinfihrung des
Arzneistoffs herausgefunden. Der PR2Agonist Denufosol wird zur Zeit zur
systematischen Behandlung der Mukoviszidose kligsgrift.

Nucleotide und Nucleoside unterliegen im extrazétken Raum dem Metabolismus
durch ein elaboriertes System, das aus verschiad&mezymen bestefit:?® Diese
Enzyme modulieren die purinerge Signaltransduktiomd besitzen daher ebenfalls
Potential als Arzneistofftargets (s. Kapitel 1.4).

Um zu dem heutigen Kenntnisstand zu gelangen, warele wissenschaftliche
Anstrengungen vonnéten, deren Anfange in den zwanzidahren des letzten
Jahrhunderts liegen. Albert von Szent-Gyorgyi, 8887 den Nobelpreis fur Medizin
erhielt, Alan Drury und Pamela Holton beschreibén exste bereits 1929, dass die
Injektion von ATP und Adenosin in das Meerschweeardierz negativ inotrop wirkt

und die Koronarien erweitefi.Weitere Publikation aus dieser Zeit zeigen dafgro
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Interesse an den Wirkungen von Nucleotiden und @éasitien auf Organ®:> Die in
Tierversuchen gewonnenen Erkenntnisse konntengegioh am Menschen bestatigt
werden®* Gillespie filhrte vergleichende Untersuchungen\&inkung von ATP, ITP,
AMP, IMP, Adenosin, Adenin und Hypoxanthin auf Rluick, Herzschlagrate und
Tonus der Intestinal- und Uterusmuskulatur von Kiaén durch. Er stellte fest, dass
ATP den starksten kontrahierenden Effekt an detegiaviuskulatur besal3. Adenosin
hingegen bewirkte die starkste Blutdrucksenkunge Desaminierung der Nucleobase
Adenin filhrte zu grundsétzlich schwacher wirksam¥erbindungeri® Diese
Publikation kann man als erste Analyse von Strultiinkungsbeziehungen auf diesem
Gebiet bezeichnen. Holton gelang 1954 der Nachwe#éss die Nucleotide im
Nervengewebe und deren physiologische Wirkungeniegighergreifend sint.

Geoffrey Burnstock fasste 1972 in einem mit ,Pumgi@ Nerves" betitelten
Ubersichtsartikel den Stand der Forschung zu detkiiNgen von extrazellularen ATP
zusammer® Er postulierte die Existenz von Rezeptoren fir AliRd pragte fir
Nerven, die sich durch ATP stimulieren liel3en, d@agriff ,purinerge Nerven®. Aus
heutiger Sicht stellt dieser Artikel den entschedkn Durchbruch dar. Die Existenz
von extrazellularen Rezeptoren fur Nucleotide msite allgemein anerkannt, was zum
Zeitpunkt der Verdffentlichung jedoch ein sehr kowers umstrittendes Thema war.
Die Arbeitsgruppe von Burnstock konnte die glatteiskulatur am Dickdarm nach
Zusatz des Anticholinergikums Atropin und von Guhaien, das Noradrenalin
entspeichert, durch Stimulierung des Vagus zur Ratabringen®®*® Es musste also
ein dritter Transmitter (ein sog. nicht-adrenergeicht—cholinerger, kurz NANC-
Transmitter) fir die Muskelrelaxation verantwolttlisein. ATP zeigte hier den starksten
Effekt. Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, d&ssen®H-Adenosin aufnahmen,
in *H-ATP umwandelten und als solches freisetZelie Schlussfolgerungen aus
diesen Experimenten und weiteren Arbeiten, mingetnem Model der purinergen

Nervtransmission, wie es in Abbildung 1.3.1 dargisist.
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%fim

Abbildung 1.3.1: Modell der purinergen Transmissioh.

ATP wird vesikular gespeichert, auf einen Reiz Ieigesetzt, es findet auf dem
Erfolgsorgan Rezeptoren, die Inaktivierung findetath Dephosphorylierung statt und
das entstandene Adenosin kann durch einen Reuptekbanismus wieder in die
prasynaptische Zelle gelangen. Dieses friihe Magigt schon die beiden Stellen, an
denen in die purinerge Transmission eingegriffervdee kann: Rezeptoren und
verschiedene dephosphorylierende Enzyme. Die Enzyangen damals von Burnstock
nur sehr grob unterschieden, der heutige Kennamdsist deutlich umfassender (s.
Kapitel 1.4).

Wahrend um die Akzeptanz von Rezeptoren fir Nuideatunachste massiv gekampft
werden musste, fand die Rolle des Adenosins alplysiologischer Neuromodulator
mit eigenem Rezeptor sehr viel schneller Anerkegrilin

Nachdem bewiesen wurde, dass ATP und Adenosin |gwsgene Rezeptoren
aktivieren, schlug Burnstock fir diese eine neuenilioklatur vor: P1-Rezeptoren fur
Adenosin und P2-Rezeptoren fiir AT Er stiitze sich bei der Unterscheidung dieser
Rezeptoren im wesentlichen auf vier Kriterien: dedative Potenz von ATP und
Adenosin zu den verschiedenen Rezeptoren, den tiselek Antagonismus von
Methylxanthinen gegen Adenosin induzierte Wirkudig, Modulierung von cAMP nur
durch Adenosin und die Induktion der Prostaglandititeese ausschliel3lich durch
ATP.*?
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Ein wichtiger nachster Schritt wurde 1985 getas easl auf der Basis pharmakologischer
Studien gelang, die Familie der P2-Rezeptoren motimpe P2X-Rezeptoren und
metabotrope P2Y-Rezeptoren zu unterschefddbiese Differenzierung konnte nach
der erfolgreichen Klonierung der ersten P2-Rezeptobestatigt werdell. In den
folgenden zwei Jahren wurden insgesamt vier hunkdnr&ezeptoren, sieben humane
P2X-Rezeptoren und acht humane P2Y-Rezeptoren ektdfi®** die G-Protein-
gekoppelten A.a s sRezeptoren, die N&*/C&*-lonenkanal-Rezeptoren P2Xund
die G-Protein-gekoppelten P2¥Y.611-12Rezeptoren (s. Abbildung 1.3.2). Eine
Erweiterung dieser Uberfamilie konnten die PO-Réeaem fir Adenin darstelleti:*
Die folgende Abbildung 1.3.2 reprasentiert den eitigen Stand der Wissenschaft
bezuglich dieser Rezeptorfamilie und ihre physimolgen Agonisten.
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Abbildung 1.3.2 Purinerge Rezeptoren und ihre physiologischeamhdggn.

Wahrend P2X-Rezeptoren durch ATP aktiviert werdend fur die P2Y-Rezeptoren

mehrere endogene Agonisten beschriéBeNTP ist auch ein Agonist an P2Yund
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P2Y:,-Rezeptoren, ADP an P2¥ P2Yi>- und P2Y3-Rezeptoren. Pyrimidinerge
Rezeptoren stellen die durch UTP aktivierten R2¥hd P2Y-Rezeptoren, der durch
UDP aktivierbare P2¥Rezeptor und der Rezeptor fur UDP-Glucose Ra¥ar. Zu
diesen P2Y-Agonisten gesellt sich eine stetig wawetie Zahl von sowohl
physiologisch vorkommenden als auch synthetischdstellten metabolisch stabileren
Dinucleotider?”° Dinucleotide bestehen aus zwei gleichen oder thédenen
Nucleosiden, die an ihrer 5°-Position Uber einedphatkette unterschiedlicher Lange
miteinander verbunden sind. Wpwurde als EDCF_(Bdothelium-@rived_onstrictive
factor) beschriebett:*
Neben dem anfanglichen Widerstand gegen das Komlezpgburinergen Transmission,
wurden auch Irrwege beschritten. So erwiesen Siulyee zunachst als P2-Rezeptoren
bezeichnete Proteine nicht als Nucleotidrezeptobsr. postulierte ,P2%-Rezeptor”
erwies sich beispielsweise als ein Leukotrien Badpeor und der postulierte ,P3Y
Rezeptor* gehdrt zu den Lysophosphatidsaure-Remaptd®® Der den P2Y-
Rezeptoren verwandte orphan-receptor GPR80 wurdelntie P2Y, genannt, da die
Autoren zunéchst annahmen, dass er von AMP und @sitenaktiviert wird®
Mittlerweile hat er sich als Rezptor fiu-Ketoglutarat erwieser. Auch wurde
zweitweise irrtimlich eine $FFamilie von Rezeptoren fur ATP und Adenosin
postuliert™?
Die pharmakologische Charakterisierung der P2-Rerep ist dadurch erschwert,
dass:
» kommerziell erhéltliche Nucleotide Verunreinigungariweisen kénnen,
* Zellen durch Stress, wie er bei der Arbeit mit Kelluren entsteht, Nucleotide
freisetzen konnen,
* Nucleotide der schnellen enzymatischen Interkomwerslurch Ectokinasen und

dem Abbau durch Ectonucleotidasen unterliejen.

Trotz vieler anfanglicher Probleme hat man mittleifer ein recht detailliertes Bild von
der physiologischen Bedeutung der P2-Rezeptorfantiochstwahrscheinlich eréffnen
einige Rezeptorsubtypen neue Therapieoptionen.l[€ah8.1 zeigt die therapeutischen

Anwendungsmaoglichkeiten flr P2-Rezeptorliganden.
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Tabelle 1.3.1 Therapeutische Anwendungsmoglichkeiten fiir P2eRexrliganden®

Therapeutisches Potential
Rezeptor

Agonist Antagonist

Thrombocytenaggregatith

. 59
P2Y;  Neuroprotektion Schmer5™. Osteoporod3

NeuroprotektioR®, Glaukont*

Tumoré®>® Immunstimulierundf, Arterioskleros& ™ Inhibition der
P2Y,  Prinzmetal-Angin&, Chemotaxi&, Bluthochdruck,

Gallensekretioff Mukoviszidosé',  Polycystische Nierenerkrankufig

Dry Eye Diseasg

P2Y,  Tumoré®

P2Ys  Mukoviszidosé Entziindliche Darmerkrankungén

Osteoporose
P2Y,, Inhibition der Chemotaxis
P2Yi, Thrombocytenaggregatith
P2X, Kontrazeptivurf®, Vasospasmu$
P2X, Epilepsi&®, Neuroprotektioft
Chronischer Schmetz
P2Xs Reizdarmsyndroffi,

Dranginkontinen?

P2X, Epilepsié®, Neuropathischer
Schmerz>®®Bluthochdruck®

P2Xs Epilepsié®

Neurodegenerative Erkrankung@én

. . 88
P2X,  Bakterielle Infektionef Entziindungen und Schm&#s!

Fur einzelne P2-Rezeptoren sind subtypselektiveariddgn in der Literatur
beschriebed’#4°7929 pllerdings sind viele unter ihnen metabolisch atst und
scheinen peroral nicht gut bioverfigbar zu seinsHaébh wurden die in dieser Arbeit
untersuchten Wirkstoffe als neue B2¥%Rezeptoragonisten und- antagonisten im
Arbeitskreis synthetisiert. Es handelt sich hierlben hochpotente und —selektive
Anthrachinonderivate und Nukleotidderivate (s. Kejps.3 und 3.4).

Neben der direkten P2- oder P1-Rezeptorblockade -estamulierung, gewinnt immer
mehr der Eingriff in die indirekte Modulation deunmergen Rezeptoren z.B. durch
Hemmung von Ectonucleotidasen an Interé8sklierzu wurden im Arbeitskreis
hochpotente und —selektive Nucleotidmimetika alkiditoren synthetisiert, die in

dieser Arbeit auch naher untersucht wurden. (sit&lap.2 und 3.3).
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1.4 Ectonucleotidasen

Nucleoside und Nucleotide befinden sich im extlai#en Raum in einem

Konzentrationsgleichgewicht, das wesentlich duraidetzung, Metabolisierung durch
Ectokinasen, Ectonucleotidasen und Adenosin-Desasairsowie Adenosin-Reuptake
aufrechterhalten wird (s. Abbildung 1.4.1). Siefaltén dort physiologische Wirkungen
Uber P1- und P2-Rezeptoren. Durch verschiedendgigrgnisse (u. a. durch Zelltod)
konnen die extrazellularen Konzentrationen der Blotodle und Nucleoside potentiell
pathophysiologische Werte erreichen. Abbildung 11dibt einen Uberblick tiber das
komplexe Zusammenspiel der Nucleotide und Nuclepsitter Rezeptoren und ihren

extrazellularen metabolisierenden Enzymen.

E-NPP

o NAN
HO —
extrazellular AQ, 7/840

3 = N
HO  OH \\/u

NTPDase NTPDase Inosin
1,3,8 Ecto-5-NT
AP Adenosin-
/_\ /\ /—\ Desaminase
70 % ~ 29 o 9
70’210’210’210 ° N%/NHZ 70/2:0’210 \/ N>4§,NH2 "o Z o W AQ’ VS/
Wiy Nv,/\‘ HO  oH "N\-N \_/HO on NN HG  OH "N\N
ATP ADK, NDPK ~ APP ADK  AMP Adenosin
Zellmembran
P2Y-Rezeptoren
ATP- P2Y-Rezeptoren P P1-Rezeptoren |
Transporter P2X-Rezeptoren . . Adenosin-
lonenkanale intrazellular Reuptake
Zellyse

Abbildung 1.4.1: Extrazellularer Metabolismus von ATP

(ADK: Adenylatkinase; AP: Alkalische Phosphatasefde5’-NT: Ecto-5-Nucleotid-
ase; E-NPP: Ecto-Nucleotidpyrophosphatasen; NDPKiclébsiddiphosphokinase;
NTPDase: Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydejlas

Nucleotide wie ATP sind kleine, ionische, sehr loydile Biomolekile. Sie werden
deswegen kaum in nennenswertem Umfang intakte Zatlonanen durch passive
Diffusion passieren. ATP, ADP, UTP und UDP konneberain signifikanten
Konzentrationen im extrazelluldren Raum nachgewieserder”®® In humanem

Plasma wurde eine ATP-Konzentration von 28 nM gaees
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Durch Zellyse wird nach Verletzungen, bei entzicit#dn Prozessen oder bei der
Apoptose der gesamte Zellinhalt, damit auch Numeotfreigesetzt. Beispielsweise
wurden in friheren Publikationen Plasmakonzentnatmovon ATP bis zu 1,2M
angegeber’ Solche hohen Werte lassen sich auf Hamolyse beiBileentnahme
zuriickfihrer?® In der Nahe von Zellwéanden intakter Zellkulturerurde ATP in
Konzentrationervon 1-25uM mit einem empfindlichen Luciferase-Assay gemessen
UTP wurde in nanomolaren Konzentrationen nachgemigs>**Verglichen damit
wird die vesikularen ATP-Konzentration mit 150 mM der synaptischen Endplatte
angegebe®™ Ectokinasen wie die Ecto-Adenylatkinase (ADK) undie
Nucleosiddiphosphokinase (NDPK) kénnen verschiedaterphosphorylierungen von
Adeninnucleotiden, Nucleosidtri- (NTP) und -dippbaten (NDP) katalysieren (s.
Abbildung 1.4.1).

Sie tragen je nach Expressionsmuster beispielsweisPankreas, in der Lunge, in
Keratinozyten, in Osteoblasten, in HepatocytenGefallen und in Krebszellinien zur
Synthese von Nucleotiden im extrazellularen Rauit't8?*%"Viele Zelltypen kénnen
cytosolisches ATP und UTP basal und auf einen Reiz sekretierei™%
Lungenepithel, Gefallendothel und glatte Muskulabgantworten Scherkrafte,
Druckschwankungen und osmotische Reize mit des&aing von ATP und UTP®
110 Blutzellen wie Erythrozyten und Thrombozyten setz&TP und UTP unter
hypoxischen Bedingungen bzw. nach Aktivierung f&t® An der neuronalen
Endplatte dient ATP als Co-Transmitter von Noradtien oder Acetylcholin nach
Depolarisatior! Die Mechanismen der Freisetzung sind noch nictechieRend
aufgeklart. Neben der vesikuléaren Freisetzung amederonalen Endplatte werden vor
allem Connexine, ABC-Transporterproteine TEA Binding Cassette Proteins) und
Anionenkanéle diskutieft,1%%1

Nucleotide unterliegen im extrazellularen Raum rmur einem geringen Teil der
spontanen, chemischen Hydrolyse. Vor allem werdén durch verschiedene
membranstandige oder l6sliche Ectohydrolasen albgefgm Abbildung 1.4.1). Zu
diesen gehotren unspezifische Phosphatasen wie dmili& der alkalischen
Phosphatasen (AP), vor allem aber Enzymfamiliemerdéitglieder evolutionér den
Nucleotiden gegenuber Substratspezifitat entwickelthaben: Ecto-
Nucleotidpyrophosphatasen (E-NPPs), Ecto-Nucleogitisphatdiphosphohydrolasen
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(E-NTPDasen) und die Ecto-5-Nucleotidase (EctdNg’}.?*?>?"8 Einen Uberblick
bzgl. Struktur, Aufbau und Substratspezifitat dieSetonucleotidasen gibt Abbildung
1.4.2.

Potential new drug targets: Alkaline Ecto-5-NT
Ectonucleotidases ﬂmgaphmases co73)
s) :

E-NTPDases E-NPPs

Exirace|ular

Intraceliolar
THAP (tissus nomrspecilic
H alkaline phosphal ass)

inMestinal AP
NTPDase1{CD39) — Siatarisl AP AME > Adso
et NPP2 gorm call AP

asal

NTPDaso PF3 brﬂ&:_f;_s!.:bstmm

specilicity

ATP 3 AMP ATP 3 ADP 3 AMP - Ad

ATP 3 ADP e o
St R ApA > AMP + Ap,.,

Abbildung 1.4.2 Ectonucleotidasen: zellmembranstandige Enzymé&paittung
extrazellularer Nucleotide.
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2 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierungduburchfihrung von Stabilitats- und
Metabolismusuntersuchungen verschiedener im AMoers synthetisierter neuer
Wirkstoffe. Hochpotente und —selektive Nukleotidagaibitoren, Nukleotidmimetika,

Anthrachinonderivate und weitere Verbindungen, o2 membranstandigen Purin-
bindenden Proteinen wechselwirken, sollten hinBatht ihrer mdoglichen

Biotransformation untersucht werden. Um eine mdglicgute Voraussage bzw.
Abschatzung uUber ihren Metabolismus in vivo geban kdnnen, wurden die
potentiellen Arzneistoffe in verschiedenen Teswmysn in vitro untersucht. Dazu
wurden sie mit kinstlichem Magensaft, in simuliertddinndarmmilieu und mit

Ratten- und Mauselebermikrosomen bei unterschigghidBedingungen inkubiert. Mit
Hilfe sich anschlieRender HPLC-DAD-MS(/MS)-Untersungen sollten mogliche
Phase-I- und -lI-Metabolite ermittelt werden. Hierbdag der Schwerpunkt auf der
qualitativen Auswertung sowie ldentifizierung undgtichen Strukturaufklarung der
entstandenen Metabolite. Von ausgewahlten Verbigelmnwurde auch der zeitlich
abhéangige (thermische) Zerfall bestimmt. Die Ergedm der Stabilitatsprifungen und
Metabolismusuntersuchungen der ausgewéhlten Wifgstmllten Hinweise auf ihre
Eignung als potentielle, peroral applizierbare Amigioffe geben, indem sie die
Stabilitat gegenuber der Magen-Darm-Passage bkarokaplikation und die Stabilitat

gegeniber Lebermikrosomen simulierten.
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3 Ergebnisse der Stabilitdtsprifungen und des
Metabolismus der Verbindungen

Die zur Untersuchung zur Verfigung gestellten Mfeibingenl1-23 wurden von Dr.
Andreas Brunschweiger, Dr. Younis Bagi und Dr. €fieine Danhauser im Arbeitskreis
von Prof. Christa Miiller, Pharmazeutische ChemiénlBonn synthetisier!*>!1°
Hierbei handelt es sich um hochpotente und —sekekNukleotidase-Inhibitoren,
Nukleotidmimetika bzw. Anthrachinonderivate mit R2Rezeptor-antagonistischer
Wirkung, die z.T. schon zum Patent angemeldet Sitt® Um ihre Eignung als neue
potentielle Arzneistoffe zu udberpriufen, wurden sief ihre Stabilitat und ihren
Metabolismus hin untersucht. Dazu wurden sie inersthiedlichen Testsystemen
inkubiert und anschlielend mittels HPLC-DAD-MS(/M&rmessen. Als Testsysteme
dienten u.a. kunstlicher Magensaft, simuliertes miammmilieu und verschiedene
Lebermikrosompréparationen von Maus und Ratte. Debermikrosompraparation
wurden durch mehrfache (Ultra-)Zentrifugation ausattenh- (Sprague-Dawley) oder
Mé&uselebern (CD1) gewonnen (s. Kapitel 3:4)*

3.1  Uberprifung der Aktivitat der gewonnenen
Lebermikrosompraparationen

Zur Uberpriifung der Enzymaktivitat der CytochrombP4amilie in den gewonnenen
Lebermikrosomen wurde der Wirkstoff Diazepam eieggs dessen Metabolisierung
durch Leberenzyme in vivo und in vitro bekannt'i& % Abbildung 3.1.1gibt einen

Uberblick Gber die Biotransformation von Diazepam.
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Nordiazepam
(Desmethyldiazepam)
M=270,1 g/mol

| 0 §
N Glucuronséure-
OH - - >
konjugation
Cl —N

Oxazepam

M=286,1 g/mol O
Diazepam

M=284,1 gimol 3 A4 | o 3A4

345\ ) e

Temazepam
M=300,1 g/mol

Abbildung 3.1.1: Phase I-Metabolismus von Diazep&.

Diazepam wird durch die in der Leber vorhandenerto€yom P450-Enzyme
hauptséachlich zu Temazepam, Nordiazepam und Oxazepetabolisiert, anschliel3end
an (aktivierte) Glucuronsaure gekuppelt und mit dérim ausgeschiedenOxazepam
und Tetrazepam besitzen je ein Stereozentrum. €hsech existieren also je zwei
Enantiomere, die allerdings in wassriger Losung netth racematisieretf’
Hauptsachlich sind die Enzyme CYP 2C19 und CYP 3#4 die Phase-I-
Biotransformation verantwortlich. Die Verstoffwetlnsg umfasst vorwiegend die
Schritte N-Demethylierung und 3-Hydroxylierung uhefert die aktiven Metabolite
Desmethyldiazepam, Temazepam und Oxazegam.

Bei Diazepam erfolgt zunéchst eine rasche Demeitiylg und anschliel3end eine

langsamere Hydroxylierung zu Oxazepam. Diesedmtgfalls biologisch wirksam und
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wird z.T. als eigenstandiger Wirkstoff eingesetaalpwertszeit bis zu 12 Stunden).
Oxazepam wird bevorzugt an aktivierte Glucurons&ekoppelt und mit dem Urin
ausgeschiedeh.

In geringerem Umfang wird Oxazepam auch durch Hygrerung und anschliel3ende
Demethylierung von Diazepam gebildet (s. Abbildihg.1). Die dabei entstehenden
Metabolite Desmethyldiazepam und Temazepam sindfaliee noch biologisch aktiv

und werden z.T. auch als eigenstandige Wirkstaffgesetzt:??

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der trBisformation von 1,4-
Benzodiazepinen ist in Abhangigkeit von ihrer Staukdie N-Desalkylierung, die C-3-
Hydroxylierung oder auch die C-3-GlucuronidierunBas noch stark lipophile
Desmethyldiazepam besitzt eine lange Halbwertszmit ca. 100 Stunden. Deshalb
besteht bei allen Benzodiazepinen, aus denen Deygltieizepam gebildet wird, eine

Kumulationsgefaht.

Die Lebermikrosome wurden durch mehrfache Zentafiogp aus Ratten- (Sprague-
Dawley) oder Mauselebern (CD1) gewonnen (s. Kafitd)****1?Abbildung 3.1.2

zeigt schematisch die Gewinnung der l6slichen Ratiew- Mauselebermikrosome.

—
f—-r—

Fettschicht
TN aNy Abbildung 3.1.2:

Leberhomo-
genat + 4 min 60 min

Puffer >
9000 g 100000 g

-\;naufgeschlosse
ellrtickstande

Gewinnung de
|6slichen  Leber-
i mikrosome durcl
T Uberstandl - menrfache (Ultrg-

— Mikrosomenpelle . .
Glykogenpellet  ZENtrifugation.

— Uberstand 2

Um die Enzymaktivitat der so gewonnenen einzelnaktionen zu Uberprifen, wurden
diese mit Aliquots der Diazepamstammldsung fur 2dn&en bei 37 °C inkubiert,
anschlieBend 3 min unter Schitteln im Thermoblook @ °C erhitzt, um die
enzymatische Weiterreaktion zu stoppen, filtrientd unittels HPLC-DAD-MS weiter
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untersucht (s. Kapitel 5.4). Als Blindwerte dientsowohl die ohne Wirkstoff
inkubierten Lebermikrosomfraktionen als auch dieehebermikrosomen inkubierten
verdinnten Aliquots der Diazepamstammldsung in 2 mMMW,OAc-Puffer, um

eventuelle (thermisch bedingte) Veranderungen degzepams bzw. der

Lebermikrosomenfragmente zu erkennen bzw. ausza8em.
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Abbildung 3.1.3 zeigt ein reprasentatives HPLC-DM3-Chromatogramm einer
Diazepamprobe, die 24 h mit Uberstand 1 bei 37nk@Qbiert wurde.
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Abbildung 3.1.3:

A: Total lon Chromatogram (TIC): Reprasentative B@amprobe, die 24 h bei 37 °C
mit Uberstand 1 inkubiert wurde.

B: Extracted lon Chromatogram (XIC): be{#22.88 min eluiert das unmetabolisierte
Diazepam mit einer Masse von 285 u (positiver Mydus

C: Extracted lon Chromatogram (XIC): betf1,75 min eluiert das gebildete
Oxazepam mit einer Masse von 287 u (positiver Mpdus

D: Total Wavelength Chromatogram (TWC): Gesamt-AbsongtSpektrum der
eluierten Substanzen von 190-900 nm.
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Um einen weiteren Hinweis zu erhalten, dass

es $ieh dem Peak bei

Retentionszeit R=21,75 min um Oxazepam handeln konnte, wurde nethen
ubereinstimmenden Masse (M=286,1 g/mol vs. deté&tie]M+H]'=287 u bzw. [M-

H] =285 u) noch zusétzlich die Retentionszeit von @pam als Reinstoff bestimmt (s.

Abbildung 3.1.4). Dieser eluiert unter den gleictigedingungen (s. Kapitel 5.4) bei

Rr=21,79 min mit [M+H]=287 u bzw. [M-H]=285 u.
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Abbildung 3.1.4:
A: Total lon Chromatogram (TIC) einer reprasentat

i@xazepamprobe (Reinstoff).

B: -Q1 Massenspektrum: beir®1.75 min eluiert das Oxazepam mit m/z=285.

C:+Q1 Massenspektrum: beir®1.75 min eluiert das Oxazepam mit m/z=287.

D: Total Wavelength Chromatogram (TWC): Gesamt-AbsonstSpektrum der
eluierten Substanzen der Oxazepamprobe von 1904900

der
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Da der Peak bei{21,75 min auch in keiner der Blindproben (s. Athbrig 3.1.6) zu
detektieren ist, wird im folgenden davon ausgegangass es sich bei dem Peak bei
Rr=21,75 min in Abbildung 3.1.3 mit [M+F§287 u um wahrend der Inkubation von
Diazepam mit Mause- bzw. Rattenlebermikrosomenldetgis Oxazepam handelt.
Diese Untersuchungen stellen natirlich keinen Nathwon Oxazepam dar, sondern
sollen lediglich der besseren Entscheidungsfindliagen, welche gewonnenen Leber-
mikrosome bzw. Uberstande fur die weiteren Metaalisuntersuchungen eingesetzt

werden sollen.
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Die inkubierten Proben wurden auch auf die beideteeen zu erwartenden Metabolite
Temazepam und Nordiazepam hin untersucht. Abbilduhd zeigt ein reprasentatives
24 h bei 37 °C mit Ghard 1 (hier:

Mauselebermikrosomen) inkubierten Diazepamprobe.

HPLC-MS-Chromatogramm einer
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Abbildung 3.1.5:

A: Total lon Chromatogram (TIC) einer reprasentatiid@éazepamprobe, die 24 h bei
37 °C mit Uberstand 1 inkubiert wurde.

B: Extracted lon Chromatogram (XIC): bej#20.31 min eluiert das gebildete
Desmethyldiazepam mit m/z=271 (positiver Modus).

C: Extracted lon Chromatogram (XIC): bei einer Retargzeit von 32,56 mieluiert
das gebildete Temazepam mit einer Masse von 30 pdsitiven Modus).

D: Total Wavelength Chromatogram (TWC): Gesamt-AbsonstSpektrum der
inkubierten Diazepamprobe von 190-900 nm.
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Bei dem Peak bei{R20,31 min kdnnte es sich um Desmethyldiazepamdidnepam)
mit m/z=271 handeln. Dieser Peak ist in keinerBlerdproben (s. Abbildung 3.1.6) zu
detektieren und kann somit erst wahrend der Inkobamit den gewonnenen

Lebermikrosomen entstanden sein.
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Abbildung 3.1.6:

A: Total lon Chromatogram (TIC) einer reprasentatiwikosomenblindprobedie
ebenfalls 24 h bei 37 °C inkubiert wurde.

B: Extracted lon Chromatogram (XIC): be{#20.31 min kann kein Desmethyl-
diazepam mit einer Masse von 271 u detektiert we(dhe positiven Modus).

C: Extracted lon Chromatogram (XIC): bet£32,56 min kan kein Temazepam n
einer Masse von 301 u detektiert werden (im paesitiModus).

D: Total Wavelength Chromatogram (TWC): Gesamt-AbsongstSpektrum der
inkubierten Mikosomenblindprobe von 190-900 nm.
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Da Desmethyldiazepam nicht als Reinstoff vorlagprike die Ubereinstimmung mit
Rr= 20,31 min nicht zuséatzlich UGberprift werden. Adiags erscheint die Elution
hinsichtlich der Struktur von Desmethyldiazepam theiser Retentionszeit unter den

verwendeten Bedingungen (s. Kapitel 5.4) plausibel.

Bei dem Peak beiR 32,56 min kdnnte es sich um Temazepam mit m/z+z0Meln.

Dieser Peak ist auch in keiner der BlindproberAfshildung 3.1.6) zu detektieren und
muss daher wahrend der Inkubation entstanden Baiifemazepam nicht als Reinstoff
vorlag, konnte die Ubereinstimmung mit;#82,56 min nicht zusatzlich Gberpruft
werden. Allerdings erscheint die Elution hinsiattilider Struktur von Temazepam bei
dieser Retentionszeit unter den verwendeten Bedggunicht plausibel. Die Substanz

misste unter diesen Bedingungen wesentlich friberen.

Es zeigt sich, dass nur in den Proben, die mit &thed 1 inkubiert wurden, Metabolite
detektiert werden konnten, bei denen es sich unz€pam und Desmethyldiazepam

(und maglicherweise Temazepam) handeln kénnte.

In keiner der Proben, die mit Uberstand 2 inkubiartden, konnten die zu erwartenden

Metabolite Temazepam und Desmethyldiazepam deteisterden.

Auch in den Ansatzen, die mit dem resuspendiertekrddomenpellet (in 2 mM

NH4,OAc-Puffer) inkubiert wurden, konnte ein Metabal#&tektiert werden, bei dem es
sich um Oxazepam handeln konnte. Allerdings auci 24 h Inkubation bei 37 °C in
nur sehr geringen Mengen. Die zu erwartenden MétabDesmethyldiazepam und

Temazepam konnten nicht detektiert werden.

In den Méauselebermikrosomfraktionen von Uberstarstteint also die Hauptmenge
der l6slichen und aktiven Cytochrom P450-Enzyme RCXC19 und CYP 3A4)
lokalisiert zu sein. Im Folgenden wurde deshalb beiteren Metabolismus-
untersuchungen der aus Mause- und Rattenleber gewenUberstand 1 eingesetzt.
Dieser wurde sofort nach der Auftrennung zu je ®@/5aliquotiert und bei -80 °C

gelagert.
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Trotzdem verlor er unaufgetaut nach ca. 3-6 Monatahezu vollstdndig seine
Aktivitat. Zu noch schnelleren Aktivitatsverlustéithrte ein wiederholter Auftau- und
Einfrierungsprozess, wobei schon nach 3-5 mal Aweftafast keine Aktivitat mehr zu
messen war. Deshalb wurden die gewonnenen Fraktgofert nach der Herstellung in
kleine Ansatzmengen zu je 0,5 ml aliquotiert undrdlei -80 °C tiefgefroren, um ein

wiederholtes Auftauen zu vermeiden.

Es konnte im Ubrigen kein Unterschied in der AK&vi der unterschiedlichen
gewonnenen Lebermikrosomfraktionen von Maus undteRgefunden werden (s.
Kapitel 3.2.3).
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3.2 Nucleotidmimetika

Die in Abbildung 3.2.1 dargestellten Verbindungemnds von Dr. Andreas
Brunschweiger synthetisiéft*®#*?°und auf ihre Hemmwirkung gegentiber der Ratten-

Ecto-5'-Nucleotidase und der humanen NTPDase13-and -8 getestet worden.
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Abbildung 3.2.1: Struktur der untersuchten Ecto-5’-NT- und NTPDasetditoren

Es handelt sich bei den Inhibitordr6 um Nucleosid-5'-dipeptide und b&iund2 um
Uridin-5’-amidoalkylcarbamoylbenzylphosphonsauréuester.

Verbindung 3 wurde in den Stabilitats- und Metabolismusuntensgen nur als
Referenzsubstanz eingesetzt um zu zeigen, das3hdgphonsaureesterstrukturen, wie
z.B. in Verbindung?, intakt erhalten bleibéf’**2und Verbindung nicht als Metabolit
entsteht.
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Tabelle 3.2.1 gibt einen Uberblick iiber die untersdlichen Hemmwirkungen der

untersuchten Verbindungen.

Tabelle 3.2.1: Hemmwirkungen der untersuchten Ecto-5-NT- und N&B®
Inhibitoren
Eolo S M| TrDesel, | NTPDasel, | Teoased| NThnases,
inhi- | K IMEERE K M K M) K M K [aM]
bitor (0d.% (0d.% (0d.% (0d.% (0d.%
Inhibition bei | Inhibition bei | Inhibition bei | Inhibition bei | Inhibition bei
1 mMm) 1 mMY 1 mMy 1 mMmYy 1 mMy
1 6 > 50 >> 200 >> 100
n.d. (50 %) 8.2+2.1 (0 %) (0 %)
2 6 > 200
n.d. 182+ 24.3 210 £ 25.3 (48 %) 242+ 39.3
3 n.d® n.d® n.d?’ n.d?’ n.d®
4 | 161+£062| 16721 n.d’ n.d’ n.d’
5 | 0.53+0.02 55+ 5 n.d’ n.d’ n.d’
> 40 n.d® n.d® n.d®
6 |0.180+0.014 (36+1)

'K m (Ecto-5'-NT): 20uM; Konzentration von AMP: 40QM; Rattenenzym
’Km (NTPDasel): 17iM; Konzentration von ATP: 32(GM; humanes Enzym
*Km (NTPDase2): 7@M; Konzentration von ATP: 320M; humanes Enzym
“Kn (NTPDase3d): 73M; Konzentration von ATP: 320M; humanes Enzym
°Kn (NTPDase8): 46M; Konzentration von ATP: 32(0M; humanes Enzym
®n.d.: nicht bestimmt

Die K;-Werte wurden nach der Cheng-Prusoff-Gleichungdieret.

Bei den untersuchten Uracilderivaten handelt ef sim Nucleotidmimetika. Das
Benzylphosphonat, mit einer kleinen Methylgruppe als Spacer, bésiren K-Wert
fur die NTPDase2 von 8.2 pM. Diese Verbindung msthpotent und -selektiv fur die
NTPDase2 im Vergleich zur NTPDasel, NTPDase3 undPD&se8. Die homologe
Verbindung2 (mit einer Propylgruppe als Spacer) ist 26-fachigrer potent an der
NTPDase?2 als die Verbindurg

Im Gegensatz zu Nucleotiden und Standard-NTPDdseHaren, wie z.B. Reactive
Blue 2 oder Suramif***” sind diese neuen Verbindungen bei physiologischéem
Wert ungeladen und somit wahrscheinlich besserrgetmoverfigbar. Desweiteren
interagieren die neu entwickelten Verbindundennd 2 nicht mit dem vom Uracil-
Nucleotiden aktivierbaren P2-Rezeptor-Subtypen £P2Y,; oder P2¥%.'?° Dies gilt
auch firr die neu entwickelten Ecto-5'-Nucleotidésiibitoren (CD73}4-6."*® Sie sind
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hochpotent und —selektiv fur die CD73. Im Verglemir NTPDasel zeigt Verbindung
6 z.B. Uber 200-fach hohere Potenz an der CD73.

3.2.1 Stabilitat gegeniiber simuliertem Magensatft

Die Verbindungeri, 2 und4-6 wurden auf ihre Stabilitat in simulierten Magendah
untersucht. Dieser entspricht dem Codex Allimen&i und dem United States
Pharmacopefd’ und ist ein geeignetes Testsystem, um die Stabdines potentiellen
Arzneistoffes bei oraler Applikatidff oder auch z.B. eines Lebensmittelallergéns
wahrend der Magenpassage zu simulieren. Aliquots ¢esch bereiteten
Stammldésungen von Verbindurfy 2 und 4-6 wurden in simuliertem kinstlichen
Magensaft fur 2 und 24 Stunden bei 37 °C inkubiertl die Ansatze anschlieRend
mittels HPLC-DAD-MS untersucht. Als Blindwerte dten sowohl der ohne Wirkstoff
inkubierte kunstliche Magensaft als auch die vendém Wirkstofflosungen in 2 mM
NH,OAc-Puffer um eventuelle (thermisch bedingte) Veeginngen der Substanzen

bzw. des simulierten Magensaftes zu erkennen.

Alle Stammlésungen der Verbindungdn6 wurden zuvor einzeln vermessen und
wiesen eine Reinheit von >98%, wie exemplarischiREC-DAD-MS Spektrum von
Verbindung2 in Abbildung 5.1.1 zeigt.

Es zeigte sich, dass die Verbindunder? und 4-6 auch nach einem relativ langem
Inkubationszeitraum von 24 Stunden stabil warenk&snten keine Abbauprodukte
detektiert werden. Einzelne Ansatze wurden zusditzihochmals nach 2 Tagen
untersucht. Auch hier zeigte sich kein Metabolismesinkubierten Verbindungeh 2
und4-6.

In Abbildung 3.2.2 ist reprasentativ ein HPLC-DADSMChromatogramm eines 24
Stunden bei 37 °C in kiunstlichem Magensaft inkubierAnsatzes der Verbinduriy
dargestellt (blau). Als Vergleich dient der untdeichen Bedingungen inkubierte
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Ansatz der Verbindun@ in NH;OAc-Puffer (pH=7,2) ohne kinstlichen Magensaft
(rot).
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Peak List for "TWC of DAD Specfral Data: from Sample 1 {AMD-251-HCI) of 251-Hcl wiff"
Time (min) Area (mAU x min) %Area Height (mAL) %Height Width (min) Baseline Type
1 0,7437 2,7904e4 54,1210 4629, 7675 57,8890 0,2267 Base to Base
2 1,1345 14323,9223 8,3865 450,0764 56276 0,1867 Base o Base
3 9,1938 1,9330e4 374925 29178138 36,4834 0,2533 Base o Base

Abbildung 3.2.2: HPLC-DAD-MS-Chromatogramm (Overlay) zweier Ansatze °

Verbindung2 mit (blau) und ohne (rot) kiinstl. Magensaft 24efn 27 °C inkubiert.

A: Total lon Chromatogramme (TIC). Bet#9,2 min eluiert Verbindung
(M=568,4 g/mol).

B/C: +Q1/-Q1 Massenspektrum: bej#9,2 min eluiert Verb2 mit [M+H] "= 569 u

bzw. mit [M-H] =567 u.

Total Wavelength Chromatogram (TWC): Gesamt-Absongt Spektrum von

beiden Ansatzen von 190-900 nm. Es sind keine Nétaldetektierbar. Peak-

flachendifferenz bei R=9,2 min + 0,5 %. Der Peak bei 0,7 bzw. 1,1 mindyeh

zum eluierten Magensi bzw. Pepsit

D:
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Es kdnnen auch nach 24 Stunden Inkubation keineddéte detektiert werden. Der
Peak bei R=0,7 min ist dem eluierenden Magensaft (zugesetdtss! und HCI) zu-
zuordnen. Bei dem Peak be{#,1 min handelt es sich um Pepsin (-fragmente). Be
Rr=9,2 min eluiert Verbindung unmetabolisiert mit [M+H" = 569 u (blau).

Vergleicht man die absoluten Peakflachen beidR2 min (blau vs. rot), ergibt sich eine
Abweichung von nur 0,5 % bei VerbinduBgBei den Verbindungeh und 4-6 lag die

Abweichung bei max. £ 5%.

Die Dauer der Magenpassage und damit die Verwesldder potentiellen Arzneistoffe
im Magen ist vom Fullungszustand und den sonstigeMagen befindlichen Stoffen
abhangid. In dieser Zeit kann der Arzneistoff durch die Masglzsaure (oder andere
Magensaftinhaltsstoffe, wie z.B. Pepsin) abgebaletr onetabolisiert werden und somit
zum Teil oder vollstandig seine Wirksamkeit vegier

Die untersuchten Verbindungeh 2 und 4-6 sind auch nach einem verhaltnismafig
langen Inkubationszeitraum von 24 Stunden in kigh& Magensaft stabil. Auch die
Inhibitoren 4-6 mit ihrer Dipeptid-Teilstruktur wurden in kinstliclsimulierten
Magensaft nicht metabolisiert. Diesbezuglich eigrea sich also als potentielle
Arzneistoffe zur oralen Applikation und miisstenhmimit einem saurefesten Uberzug

oder ahnlichem versehen werden.
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3.2.2 Stabilitat in simuliertem Dinndarmmilieu

Die Verbindungeri, 2 und 4-6 wurden auf ihre Stabilitat in simuliertem Dinndarm-
milieu hin untersucht. Der Dinndarm ist in der Redpes wichtigste Resorptionsorgan
bei oraler Applikation. Der pH-Wert des Dunndarnescint von schwach sauer (im
Duodenum) bis hin zu alkalisch in tieferen Dunndabschnitten. Da durch den
simulierten kinstlichen Magensaft (pH=1) der sapité-Bereich und durch den
NH4,OAc-Puffer (pH=7,2) der neutrale bzw. physiologesgbH-Bereich (pH=7,2-7,4)
abgedeckt sind, wurde das Dunndarmmilieu mit Hitften 0,001 N NaOH-L&sung
(pH=11) simuliert****°Dies alkalische Milieu (pH=11) ist ein geeignefestsystem,
um die Stabilitdt und den Metabolismus eines pabten Arzneistoffes gegentber

dieser Resorptionspassage im Dinndarm bei oralglilégpion zu simulieren.

Dazu wurden Aliquots der frisch bereiteten Stamomi@®n der Verbindungeh 2 und

4-6 in simuliertem DuUnndarmmilieu fir 2 und 24 Stunden 37 °C inkubiert und die
Ansatze anschliel3end mittels HPLC-DAD-MS weiterensicht (s. Kapitel 5.5.2). Als
Blindwerte dienten sowohl das ohne Wirkstoff inlerbe kinstliche Dinndarmmilieu
als auch die verdunnten Wirkstofflosungen in 2 mM4NAc-Puffer, um eventuelle

(thermisch bedingte) Veranderungen der Substanzenkznnen.

Es zeigt sich, dass die Verbindungen2 und 4-6 auch nach einem relativ langem
Inkubationszeitraum von 24 Stunden verhaltnisméaBigbil sind. Nach einem

Inkubationszeitraum von 2 Stunden konnten keineafipbodukte detektiert werden.
Bei den Ansatzen mit den Verbindungdr6 konnten nach 24 h Abbauprodukte
detektiert werden. Hierbei handelt es sich um Hiydeprodukte der Verbindungeh

6.

Abbildung 3.2.3 zeigt exemplarisch ein HPLC-DAD-NC®+romatogramm einer Probe
von Verbindungs, die 24 h bei 37 °C in simuliertem Dinndarmmiliekubiert wurde.
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Peak List for "TWC of DAD Spectral Data: from Sample 2 (2) of 2009-03-05 wiff*
Time (min) Area (mAU x min) %Area Height (mALU) % Height Width (min) Baseline Type
1 3,1452 3714824 92 6958 80412466 96,1288 0,2933 Base to Base
2 49201 13833031 34517 186,1939 22258 02267 Base to Base
3 14,7526 15438827 38524 1376342 1,6453 0,2800 Base to Base

Abbildung 3.2.3: HPLC-DAD-MS-Chromatogramm eines Ansatzes von \fetbngb,
der 24 h bei 37 °C in simuliertem Dunndarmmiliekuhbiert wurde (blaue Kurve).

A:

Total lon Chromatogram (TIC). BeirR3,13 min eluiert Verb6 (M=460 g/mol).

B/C: +Q1/-Q1 Massenspektrum: bejH},92 min eluiert ein Metabolit von Verb mit
[M+H] "= 346,5 u bzw. mit [M-H[E344,0 u.
D/E: +Q1/-Q1 Massenspektrum: bej#3,12 min eluiert Verbindun mit [M+H] "=

461,3 u bzw. mit [M-HF459,4 u.
F:

Total Wavelength Chromatogram (TWC): Gesamt-AbsongtSpektrum der

eluierten Substanzen des Ansatzes von 190-900 tame Burve: Verb6 nach
24h Inkubation bei 37 °C in simulierten Dimmdarmeul Rote Kurve: nur

simulierten DUmmdarmmilieu.
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Bei Rr=3,12 min eluiert die unmetabolisierte Verbindhmit [M+H] "= 461,3 u bzw.
mit [M-H] '=459,4 u. Bei R=4,92 min ist nach 24 Stunden ein wahrend der lakab
entstandener Metabolit zu detektieren, der in keuoer Blindproben erscheint. Er
eluiert mit [M+H]'=346,5 u und mit [M-HE344,0 u, muss also eine molekulare Masse
von 345 g/mol besitzen. Schaut man sich die Struktmn Verbindung6 an, erkennt
man, dass es sich bei dem entstandenen MetaboldastHydrolyseprodukt handeln
konnte. Abbildung 3.2.4 zeigt seine mogliche Eigtey und Struktur.

HO OH
Metabolit von Verb. 6

A R e

OH

Abbildung 3.2.4: Mégliche Entstehung und Struktur des Metaboliten Verbindungs

Diese Annahme wird bestatigt, wenn man die Ansélze Verbindungerd und 5

auswertet. Auch hier lassen sich nach 24 Stundenedisprechenden Hydrolyse-
produkte detektieren. Alle Metabolite haben immieeaum 115 u kleinere Masse als
die entsprechende Verbindung selbst und lassen isickeiner der Blindproben

detektieren.

Das Absorptionspektrum von Verbindutgund dem entstandenen Metaboliten bei
Rr=4,95 min sind identisch. Beide weisen ein einzigdssorptionsmaximum bei
Amax=200 nm auf, was durch die Dihydrouracilteilstruldbedingt ist.

Desweiteren spricht der Elutionszeitpunkt miR,95 min (und damit 1,83 min spater
als Verbindungs) unter den zu dem Zeitpunkt vorherrschenden wgessriBedingungen
(s. Kapitel 5.5.2) fur die vorgeschlagene Struktaes Metabolien. Als
».Monocarbonsaure” sollte er unter den o.g. Bedirggumspater eluieren als Verbindung
6 mit der Dicarbonsaure-Teilstruktur bei sonst &iim Grundgerist.

Tabelle 6.2.2 gibt einen Uberblick tiber die ideniifrten Metabolite der Verbindungen
4-6.



3 Ergebnisse der Stabilitatspriifungen und des Mésbus der Verbindungen 45

Tabelle 3.2.2:Metabolite der Verbindunge#-6 nach 24 h Inkubation bei 37° C in

simuliertem Dinndarmmilieu.

Struktur der Metabolite nack

24 Std. Inkubation bei 37°C
in ag. NaOH (pH=11)

O O
HO. 0 N//\f
4 432 N D 317 3,6+0,5
° W o °

0 o) f\fo
o)
5 446 HOMHJ\Q’NWW 331 1,5+0,5
o on °

-

M Metabolit Hyd rolysé
[g/mol] (% £ SEM)

Verbin- | Mverbindung
dung [g/mol]

o (0]
o F
6 460 HOWONNJ\Q’ NZf”” 345 35405

HG  OH
'Flachenvergleich mit Peak der unmetabolisiertenbeiung (Gesamtflache=100%,
nach 24 h); n=3

Die Asparaginsaure, die bei der Hydrolyse entstarsg@n musste, lasst sich auf Grund
der zu geringen Masse weder massenspektrometistiektionsuntergrenze hier: 200
u) noch auf Grund der fehlenden UV-Vis-Absorptioiitels DAD nachweisen. Es ist

auch nicht auszuschliel3en, dass sie noch weitsetzemwurde.

Bei den Verbindungefh und 2 lassen sich auch nach 24 Stunden keine entspidahen
Hydrolyseprodukte detektieren. Dies ware allerditgs der ahnlichen Struktur der

Verbindungen zu erwarten gewesen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die uttiEnsuerbindungen, 2 und4-6 in
simuliertem Dunndarmmilieu recht stabil sind. Erath einem verhaltnismafiig langen
Inkubationszeitraum von 24 Stunden lassen sich BM&rbindungen 4-6
Hydrolyseprodukte detektieren (<5% der Gesamtflacba nach 2 Stunden Inkubation
keine Metabolite zu detektieren waren und die enétiDauer der Dunndarmpassage mit
max. 4 Stunden angegeben Virdirften sich die Verbindungen diesbezuglich zur

oralen Applikation eignen.
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Die Verbindungenl, 2 und 4-6 sind in kinstlich simuliertem Magensaft und
Dunndarmmilieu recht stabil und mussten bei or&leplikation die gesamte Magen-
Darm-Passage unbeschadet Uberstehen. Es gibt Heineise darauf, dass sie gegen

eine vorzeitige Metabolisierung wéahrend der MagemADPassage geschitzt werden
mussten.
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3.2.3 Stabilitat gegeniiber Lebermikrosomen

Die Verbindungenl und 2 wurden auf ihre Stabilitdt gegentber den gewonnenen
l6slichen Mause- und Rattenleberenzymen hin untbtsiDabei wurde immer der
jeweilige Uberstand 1 (s. Kapitel 3.1) eingesefdiquots der Stammldsungen von
Verbindungl und 2 (2 mM) wurden mit den gewonnenen Lebermikrosontioalen

von Maus und Ratte bei 37 °C fur 24 Stunden inktbi&usatzlich wurde manchen
Ansatzen noch ein NADPH-regenerierendes Systemsetgje um die Bildung von
potentiellen Phase-lI-Metaboliten zu ermdéglicherwbzu verbessern (s. Kapitel
5.5.3)1%

Anschlieend wurden die Ansatze 3 min lang bei Unter Schitteln im
Thermoblock erhitzt, um weitere enzymatische Realein zu stoppen und um die
Proteine zu denaturieren, damit sie besser abteenmbren. Nach Membranfiltration
(9=0,45 pum) wurden die Ansatze mittels HPLC-DAD-M&tersucht. Als HPLC-
Methode wurde die bei der Diazepammetabolisierurntgiiekelte Methode verwendet
(s. Kapitel 5.4 und 5.5.3). Als Blindproben dientesowohl die ohne Wirkstoff
inkubierten Lebermikrosomfraktionen (mit und ohneusdtz eines NADPH-
regenerierenden Systems) als auch die inkubiertendimnten Aliquots der
Verbindungenl und 2 in 2 mM NH,OAc-Puffer, um eventuelle (thermisch bedingte)
Veranderungen der Inhibitoren bzw. der Lebermikngg@parationen zu erkennen und

auszuschliel3en.

Betrachtet man nun die HPLC-DAD-MS-Chromatogramste]lt man zunachst fest,
das kein Unterschied zwischen den Blindproben md ohne Zusatz des NADPH-
regenerierenden Systems festzustellen ist. Dessstamlteile eluieren unter den
verwendeten HPLC-Bedingungen (s. Kapitel 5.5.3treffriih (alle zwischen 2-4 min),
liegen vollstandig unter den Peaks der Lebermikrdsmgmente in den kombinierten

Anséatzen und sind somit nicht gesondert zu detektie

Vergleicht man die HPLC-DAD-MS-Chromatogramme dezelnen Blindproben von
Maus- und Rattenlebermikrosomen, so stellt mamgeriUnterschiede fest. Abbildung
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3.2.5 stellt exemplarisch zwei HPLC-DAD-MS-Chrong@tamme (Overlay) einer
Blindprobe der Mause- (blau) und Rattenlebermiknosdrot) dar.
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Abbildung 3.2.5: HPLC-DAD-MS-Chromatogramm (Overlay) zweier Mikrosem

blindproben, die auch 24 h bei 37° C inkubiert veurd

A: Total lon Chromatogram (TIC); Blau: Maus, RottRa

B: Total Wavelength Chromatogram (TWC): Gesamt-AbsonstSpektrum der
eluierten Substanzen von 190-900 nm; Blau: Maus, Ratte.
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Offenbar gibt es einzelne Fraktionen die bei derudaorkommen, bei der Ratte
allerdings nicht. Die Peaks beyR4,93 min und R= 9,39 min sind beispielsweise nur
in den Anséatzen mit den Méauselebermikrosomen zdefin Umgekehrt ist dies nicht
der Fall. Ansonsten sind sich die Chromatogramnaditgtiv sehr ahnlich und zeigen
bei manchen Mikrosomfragmenten nur einen geringemtitativen Unterschied. Bei
gleicher Lebereinwaage, sind die Mikrosomfragmesdk® der Ratte etwas

ausgepragter.

Schaut man sich nun die HPLC-DAD-MS-Chromatogrammer inkubierten
Verbindungenl und 2 an, so stellt man zunachst fest, dass der Groftaeih 24 h
relativ unveréandert eluiert, dass aber auch Mei@bal detektieren sind. Sie sind in
keiner der Blindproben (s. Abbildungen 3.2.5-3.217d 3.2.9) zu detektieren und
missen somit erst wahrend der Inkubation mit demogeenen Lebermikrosomen
entstanden sein. Aul3erdem zeigt sich eine grofmibehe Stabilitat der Inhibitoreh

und2. Kurzzeitiges Erhitzen fir 3 min auf 99 °C fuhzie keinen Veranderungen.

Abbildung 3.2.6 zeigt reprasentativ drei HPLC-DADBMChromatogramme (Overlay)
der Ansatze von Verbindundl (blau) mit den dazugehorigen Blindproben-
Chromatogrammen (rot: Rattenlebermikrosome, grirerbvidung 1 in 2 mM
NH,OAc-Puffer), die alle 24 Stunden bei 37 °C inkubieurden. Man erkennt
deutlich im direkten Vergleich beiyR14,26 min und bei 15,10 min zwei Peaks, die
in keiner der Blindproben zu detektieren sind unthi$ erst wéahrend der Inkubation
von Verbindungl mit den gewonnenen Rattenlebermikrosomen entstarsdn
konnen, da alle Ansatze identisch behandelt undnessen wurden (Inkubation,
Erhitzen, Membranfiltration, HPLC-DAD-MS-Methoddce.
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Abbildung 3.2.6: HPLC-DAD-MS-Chromatogramme (Overlay) dreier Ansétze, di

h bei 37 °C inkubiert wurden. Blau: Verd + Rattenlebermikrosome; Rot: r

Rattenlebermikrosome; Griin: nur Velb.

A: Total lon Chromatogramme (TIC).

B: Total Wavelength Chromatogramme (TWC): Gesamt-Afsams-Spektrum der
eluierten Substanzen von 190-900 nm. Die Peak®Rpei4,26 min und R=15,10
min sind nur in dem Ansatz Verb .+ Rattenlebermikrosome zu detektieren (blau).

i |
-4000 | || |
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Schaut man sich nun die HPLC-DAD-MS-Chromatogramua® Verbindung 1
inkubiert mit den gewonnenen Mauselebermikrosonrenegkennt man auch hier die

beiden neu entstandenen Metabolite.

Abbildung 3.2.7 zeigt exemplarisch drei HPLC-DAD-M®romatogramme (Overlay)
der Ansatze von Verbindungl (blau) mit den zugehdrigen Blindproben-
Chromatogrammen (rot: Mauselebermikrosome, grunrtbiidung 1 in NH;OAc-
Puffer), die 24 Stunden lang bei 37 °C inkubiertahn.
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der Verbindungen
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A
1,3e8
1,3e8

61

1,2e8+4

1,1e8+

1,0e84

9,0e7+

8,07

7,0e7+

Intensity, cps

6,0e7+

5,0e74

4,0e7+

Wiy
3,0e7+ o

2.0e7+

1,.0e74
M

00

Max. 1,3e8 cps

28,82

ﬂ- . ?\ ;
: G'*!{'T'M*"""a‘%w,f;ﬁ}‘?s

I3

Time, min

12 14 18 20 22 24 26

28 30

[ W TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (5A) of 5A.wiff

7923
7000 el
50001
50001
4000

3000+

20004

1000+

o4

-1000 A

Absorbance, mAU

-2000

-30004

| |
7.4l il ,,'/
i, 7
\ At B VA

. W

-4000 4

-5000

-6000

Max. 6352,9 mAU

6

8

12

14

20

22

24

15 18 %
Time, min

T
10

28

30

Abbildung 3.2.7: HPLC-DAD-MS Chromatogramme (Overlay) dreier Ansatze, di

h bei 37 °C inkubiert wurden. Blau: Verdh + Mauselebermikros

Mauselebermikrosome; Grin: nur Velb.

A: Total lon Chromatogramme (TIC).

B: Total Wavelength Chromatogramme (TWC): Gesamt-Aftsams-Sp
eluierten Substanzen von 190-900 nm. Die Peak$pei4,32 min u

min sind nur in dem Ansatz Verb+ Mauselebermikrosome zu detektieren (blau).
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Auch hier kann man deutlich im direkten Vergleichi Rr=14,32 min und bei &
15,20 min zwei Peaks erkennen, die in keiner derdBloben zu detektieren sind und
somit erst wahrend der Inkubation von Verbinddngit den Mauselebermikrosomen
entstanden sein kdnnen, da alle Ansatze identisdharmelt wurden (Inkubation,
Erhitzen, Membranfiltration, HPLC-DAD-MS-Methoddce.

Schaut man sich nun die Metabolite genauer annatk@an, dass der Metabolit bei
Rr=14,3 min in beiden Ansatzen (Maus- und Rattentabeosome) mit [M+H]= 703

u und mit [M-HJ= 701 u eluiert (s. Abbildung 3.2.8). Er zeigt siohbeiden Ansatzen
bei der gleichen Retentionszeit und mit gleichem s8&am- und UV-
Absorptionsspektrum (s. Abbildungen 3.2.6 - 3.2.8).

+Q1: Exp 1, 14,309 to 14,398 min from Sample 1 (5A) of 5A wi Max. 3,2e5 cps. -Q1: Exp 2, 14,3230 to 14,417 min from Sample 1 {5A] of 5A wif Msax 8 224 ops.
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Abbildung 3.2.8: Vergleich der *Ql1-Massen- und UAbsorptionspektren d

Metabolite von Inhibitorl bei Rr=14,26 min (Abb. 3.2.6) undR14,32 min Abb.

3.2.7) in den Ansatzen mit Mausx€B) und Rattenlebermikrosome@+D).

A/B: +Q1/-Q1 Massenspektrum aus Abb. 3.2.4 (Maus)Rel 4,26 min eluiert der
Metabolit von Verbindungd. mit [M+H] =703 u bzw. mit [M-H]F701 u.

C/D: +Q1/-Q1 Massenspektrum aus Abb. 3.2.5 (Ratte)Ripel4,32 min eluiert der
Metabolit von Verbindungd. mit [M+H] =703 u bzw. mit [M-H]F701 u.

E: Vergleich der UV-Absorption der beiden Metabolitsn Verbindundl bei Maus
(blau) und Ratte (rot). Zwei Absorptionsmaxima begi200 nm undi,=250 nm.
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Die beiden eingesetzten Lebermikrosomfraktionen taus und Ratte bilden also
unter den gleichen Bedingungen den gleichen Meitabovon Verbindundl, der kurz
vor dieser unter den verwendeten HPLC-BedingungerKépitel 5.5.3) eluiert. Der
entstandene Metabolit von Verbindufhgnuss eine molekulare Masse von 702 g/mol
besitzen und hat damit eine um 162 u h6here Malss&/erbindungl aus der er

entstanden sein muss.

Es zeigt sich also kein Unterschied zwischen denidebe eingesetzten
Lebermikrosomfraktionen von Maus und Ratte. Beidad sgleich aktiv und
metabolisieren den Inhibital zu demselben Metaboliten, der in den entsprechlrende
Ansatzen mit der identischen Retentionszeit und dgeichen Massen- und UV-
Absorptionsspektrum eluiert, eine um 162 u groddesse als Verbindung besitzt

und in keiner der Blindproben zu detektieren ist.

Interessanter Weise wird all dies bestatigt unddirsich analog wieder, wenn man sich
die HPLC-DAD-MS-Chromatogramme der mit Mause- undtt@lebermikrosomen
inkubierten Ansatze der VerbinduBgnsieht. Zunachst zeigt sich auch hier eine xelati
gro3e Stabilitdt gegeniiber den zugesetzten Lebeystitnen von Maus und Ratte.
Auch nach 24 Stunden Inkubation bei 37 °C eluient @rof3teil der Verbindun@
unmetabolisiert (s. Abbildung 3.2.9). Aber analag\#erbindungl lassen sich auch
hier zwei Metabolite detektieren, die in keiner Bé&ndproben zu finden sind. Auch aus
Verbindung?2 entsteht ein Metabolit, der kurz vor dieser eluierd gleichermal3en in
beiden Anséatzen mit Mause- und Rattenlebermikrosote¢ektierbar ist, aber in keiner
der Blindproben (s. Abbildung 3.2.9).

Abbildung 3.2.9 zeigt reprasentativ drei HPLC-DADBMChromatogramme (Overlay)
der Ansatze von Verbindun@ (blau) mit den dazugehorigen Blindproben-
Chromatogrammen (rot: Rattenlebermikrosome, gruerbwidung?2 in NH;OAc-
Puffer). Alle Ansatze wurden 24 Stunden bei 37rfiklibiert, fur 3 min unter Schutteln
auf 99 °C erhitzt, danach membranfiltriert und d&@hs8end mittels HPLC-DAD-MS
weiter untersucht (s. Kapitel 5.5.3).
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Abbildung 3.2.9: HPLC-DAD-MS-Chromatogramme (Overlay) dreier Ansatze, die .

bei 37 °C inkubiert wurden. Blau: Verb2 + Rattenlebermikrosome. Rot: r

Rattenlebermikrosome. Griin: nur Vegb.

A: Total lon Chromatogramme (TIC).

B/C: +Q1/-Q1 Massenspektrum von VeBthei Rr=15,13 min eluiert Verbindung mit
[M+H] *=569 u bzw. mit [M-H]F567 u.

D/E: +Q1/-Q1 Massenspektrum des Metaboliten beild,84 min von Verbindung mit
[M+H] *=731 u bzw. mit [M-H]F729 u.

F:  Total Wavelength Chromatogramme (TWC): Gesamteffitsons-Spektrum der
eluierten Substanzen von 190-900 nm. Die Peak$¥peil4,84 min und R= 15,59
min sind nur in dem Ansatz Verb+ Rattenlebermikrosome zu detektieren (blau).
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Es zeigt sich analog zum Inhibitdr auch bei Verbindun@, dass der entstandene
Metabolit kurz vor Verbindung@ mit [M+H] =731 u und mit [M-HE729 u eluiert. Der
Metabolit bei R= 14,84 min von Verbindung muss also eine molekulare Masse von
730 g/mol besitzen und hat damit analog zu Verbagduauch eine um 162 u héhere
Masse als die Mutterverbindung.

Das gleiche zeigt sich, wenn man sich den Metabokinschaut, der bei der Inkubation
von Verbindung2 mit Méauselebermikrosomen entsteht und kurz voseatieeluiert
(Daten hier nicht gezeigt). Auch bei dem Inhibiforeigt sich also kein Unterschied
zwischen den beiden eingesetzten Lebermikrosonira von Maus und Ratte.
Beide sind gleich aktiv und metabolisieren Verbingl2 zu demselben Metaboliten,
der in den entsprechenden Anséatzen mit der idéwmtiisdRetentionszeit und dem
gleichen Massen- und UV-Absorptionsspektrum eluieiie um 162 u hohere Masse

als die Mutterverbindung besitzt und in keiner Bendproben zu detektieren ist.

Wenn die beiden Inhibitorenl und 2 sowohl von Ratten- als auch von
Mauselebermikrosomen zu einem Metaboliten versedfvgelt werden, der jeweils
eine um 162 u hohere Masse besitzt als die Eltedomaung, deutet das auf die gleiche
Biotransformation durch die eingesetzten Leberns&me hin. Da dieser Massen-
zuwachs fir eine typische Phase-I-Reaktion, z.Bd&ion, Reduktion oder Hydrolyse
wesentlich zu hoch erscheint, liegt es nahe, dimesRhase-1I-Reaktion stattgefunden
hat.

Typische Phase-lI-Metaboliten entstehen z.B. ditahjugation mit Glucuronsaure (s.

Kapitel 1.1.1.). Bei den untersuchten Inhibitofeand 2 kdnnte eine Glucuronidierung

an einer der beiden vicinalen OH-Gruppen der im édol enthaltenen Ribose

stattfindent 144144

Dies wirde aber zu Metaboliten flihren, die eineramd. 176 u (194u-18u) hdhere
Masse besitzen wirden. Wie in Abbildung 3.2.10 dstgjlt, wiirde sich ein Metabolit

bilden, der an mind. einer vicinalen OH-Gruppe Baoose einen Glucuronsaurerest

tragt.
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Abbildung 3.2.10 Theoretische Glucuronidierung von Inhibitér an einer OH-
Gruppe der Ribose.

Dieser theoretisch denkbare Metabolit hatte einessdavon 716 u (anstatt der
gefundenen 702 u). Er miisste im Q1-MassenspektritniviH] *=717 u (+Q1) und
mit [M-H] =715 u (-Q1) detektiert werden. Schaut man sich HiRLC-DAD-MS-
Spektren an, so ist dieser Metabolit nicht zu bebtsan.

In der Literatur ist ein Reaktionsweg beschriebéer in Saugetieren bei der
Metabolisierung von Barbituraten (z.B. bei Phenbltal) durchaus Ublich ist, und zu
einer Glucosidierung der entsprechenden Verbinduriglert, die dann in dieser Form
z.T. auch ausgeschieden werd&Dieser Metabolisierungsweg ist zwar eher séften

wirde aber hier einen Massenzuwachs von 162 u amit den entstanden Metaboliten

von Verbindungdl mit 702 g/mol und die geringe detektierbare Meaddaren.

In den Lebermikrosomen gibt es einige Enzyme, dielchs eine
Metabolisierungsreaktion katalysieren wuirden, zRhenolglucosyltransferase (EC
2.4.1.35), Arylaminglucosyltransferase (EC 2.4.]1.0Her auch Nicotinatglucosyl-
transferase (EC 2.4.1.1965.

Abbildung 3.2.11 zeigt den vorgeschlagenen Reasweqg zur Entstehung und Struktur

des gefundenen Metaboliten von Inhibitor
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Abbildung 3.2.1% Vorgeschlagener Biotransformationsweg zur Entstghund
Struktur des gefundenen Metaboliten (M=702 g/mob inhibitor 1.

Der entstandene Metabolit hatte eine Masse vonghidd| (wie detektiert) und wirde
auf Grund der besseren Wasserloslichkeit (durchedegefihrten Glucoserest) unter
den HPLC-Bedingungen (s. Kapitel 5.5.3) etwas fridls Inhibitor1 eluieren (wie

detektiert). Auch das gemessene UV-Absorptionspekiies detektierten Metaboliten
mit seinen beiden Maxima bei 200 und 250 nm passvargeschlagenen Struktur, die

die Uridin- und Aromatenteilstruktur von Inhibit@einhaltet.

Abschlie3end kann man nun das Fragmentierungsscemdetektierten Metaboliten
von Inhibitor 1 etwas genauer betrachten. Die verwendetet masdermpetrische

Auswertesoftware Analyst 1.3.1 ermdglicht den Vergleich zwischen einem
gemessenen Q1-Massenspektrum eines detektiertéks Red seiner dazugehdrigen
(theoretischen) Struktur, mit all ihren entstehendeotentiellen Fragmenten. In
Abbildung 3.2.12 ist dies einmal exemplarisch fiéndetektierten Metaboliten von
Verbindungl bei Rr=14,26 min (s. Abbildung 3.2.6 bzw. 3.2.8) im Veigh zu seiner

vorgeschlagenen Struktur (s. Abbildung 3.2.11), atitihren theoretisch denkbaren

Fragmenten im positiven +Q1-Massenspektrum, dazlijiest
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CiaDokumente und EinstellungentroofiCeskiopiStickiDiss-Aktuelldbbildungen Neutverb1 Metabolit Entstehe Fragment List | Options |
C28H33N4015P
Formula  |Mono. Mal Err Differ|Formula Differ]  +H | Error(amu) ~|
B h‘.§\|:H3 14 | C13H18MO4P 2541052 |MIA 416,1085 CASH2O0M3O11 [2851130  |MA
- 15 |C13H20M204P 29911681 |1,0339 403 0989 C1SH19M2011 |3001239 |0,0261
16_|c14H20MZOSP (327,110 |0,2630 3751040 |C14H1SN2ON0 (328,188 (02444
A7 |C14H9N2O10 3751040 |0,2914 327, 1110 C14H20M205P 3761118 |0,1382
18 C13H20M204P [404 1067 |D,2385
0402 284,1052  |C13HISNO4P 4181176 (0,353
20 12684 270,0895 CIZHITMO4P 4331333 11,2949
21 |CITH22N3012 4601203 |1,2704 242 0846 CITHITNO3P 4611282 |0,7418
22 |CITH23M4012 4751312 04191 227 0837 C11HIEO3P 4761391 [0,1591
23 |C22H2BN408P 5231584 |1,3484 178,0556 CEH1106 524 1672 |MIA
24 |C22H2BN4010P 5391943 |0,0867 163 0606 CEH1105 5401621 0,183
25 |c2aHz7Maci2  [551,1625 |03753 51,0524 |CSH1203F 5521704 |0,0899
26 |C24H20M4012  |SB51782 |0,0768 137 0368 C4H10O3P '555‘1 60 (01257
27 |Cc24HISN2013P |591,1955 [04363 11,0195 |CaH3N202 5922033 |0,1555
28 |C26H3N4O14P 6571808 |0,3518 45,0340 C2H50 6551587 06560
29 |C2THIEN4014P  |B71,1986 |1.7623 31,0184 CH30 B722044 |1,5968
30 |C26H3N4015P 6731758 |0,5253 28,0331 C2HS 674 1837 |0,3825
31 |C28HIBN4014P  BBS, 2122 12701 17,0027 HO 6562200 |0,7355
32 |C2THIEN4O1SP |BET1815 |0,2358 15,0235 CH3 6551983 06257
33 |C28HION4015P TO2, 2150 (06182 0,0000 7032228 |0,3898 =
] | B
e R Lovoh Esio | Taleranze: 2 amu )

Abbildung 3.2.12 Vergleich der theoretischen Fragmente (+Q1) aegeschlagenen
Struktur des Metaboliten von Inhibit@r(B) mit den tatséchlich detektiertef)(

Es lasst sich eine sehr gute Ubereinstimmung &gtist Mit Ausnahme von einem
Fragment, lassen sich alle im DetektionsbereictO@U0 u) liegenden, theoretisch
15-33)

Massenspektrum nachweisen, zum Teil mit einer Abmeig von nur +0,02 u.

denkbaren Fragmente (Fragment-Nr.: im thtgdc gemessenen +Q1-
Naturlich zeigen die Fragmente auf Grund ihrer ratd@edlichen Struktur auch
bei
lonisierungsbedingungen. Das theoretisch denkbaagnkent Nr. 19 (s. Abbildung
Inhibitors1

unterschiedliche Intensitaten der Detektion eunt den gegebenen
6.2.12), welches die einfach glucosidierte Urideidtruktur des
beinhaltet, lasst sich z.B. mit einer Abweichung vair 0,14+0,01 u in einer sehr hohen
Intensitat nachweisen. Das theoretisch denkbargnkeat Nr. 23 lasst sich auf Grund
seiner Struktur nicht gut positiv ionisieren undhdet sich deshalb nur im —-Q1-
Massenspektrum des Metaboliten von Inhibitowieder. Bis auf ein Fragment lassen
sich alle theoretisch denkbaren Fragmente, diedausorgeschlagene Glucosidierung
der Verbindung 1 hervorgehen miuissten, im gemessenen +Q1-Massenspekt
nachweisen (s. Abbildung 3.2.12; Fragment-Nr.: 2725-33).

Auch die entsprechende Isotopenverteilung der EiareFragmente stimmt in jedem

Fall tGberein.
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An welche der beiden vicinalen OH-Gruppen der Rebde Glucose gekoppelt wird,
kann nicht geklart werden. Mdéglicherweise sprecsienische Griinde eher fur die 3'-
Position. Vielleicht werden auch beide OH-Gruppéucgsidiert und man musste zur
Trennung der Isomere eine geeignete HPLC-Sauleetzers. Es ist auch nicht
auszuschliel3en, dass die Glucosidierung in eineneldbgleichzeitig an beiden OH-
Gruppen statt findet. Die dabei entstehenden Métabbéatten wahrscheinlich eine
andere Retentionszeit aber auch eine Masse > &0 wéaren somit nicht mehr vom
Detektor des Massenspektrometers erkannt  worden lib(kkaung des

Massenspektrometers hier von 300-800 u), sonderrerwdotchstens im DAD-

Chromatogramm zu erkennen gewesen.

Wendet man den vorgeschlagenen Metabolisierungsdelg Glucosidierung in
Abbildung 3.2.11 analog auf den Metaboliten vonibitbr 2 an, miusste dieser eine
Molmasse von 730 g/mol besitzen. Genau dies ish aler Fall. Der detektierte
Metabolit von Inhibitor2 eluiert auch kurz vor Verbindung mit [M+H] =731 u und
mit [M-H] =729 u (s. Abbildung 3.2.9) und muss somit eine $dagon 730 g/mol
besitzen. Vergleicht man nun die theoretischen blarmdn Fragmente (+Q1) der
vorgeschlagenen Struktur des Metaboliten von Ibdib2 mit den tatsachlich
detektierten, lasst sich auch hier eine sehr giteréinstimmung feststellen. Fast alle
theoretisch denkbaren Fragmente, die aus der \wrigeene Glucosidierung der
Verbindung2 hervorgehen mussten, lassen sich auch tatsachliggemessenen +Q1-
Massenspektrum nachweisen. In Abbildung 3.2.18iest einmal exemplarisch fur den
detektierten Metaboliten von Verbindu@goei Rr=14,84 min (s. Abbildung 3.2.9) im
Vergleich zu seiner vorgeschlagenen Struktur (sbildbng 3.2.11), mit all ihren

theoretisch denkbaren Fragmenten im positiven +@$gdnspektrum, dargestellt.
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ChDokumente und EinstellungentrootiDesktopiFrank DatensicherungHPLC-MSIWYB16Werb2 Metabalit Entste Fragment List | Options |

CIH4IN4015F

Formula |Mono. Mass]Errer Differ |Formula Di +H | Errorfamu) | ]

17_|CToHzaNz0dF  [327 1474 (00068 [403,0808  |C1SHISNZON (3281552 [00622

A 18 |C18H24N205P 3551423 0,3845 375,1040 C14H1GN20 |356,1501  |0,2085

19 |CTaHIoNzoT |375,1040 01540 [355,1423  |C1GH24N205[375,1118 |0,2241

20 |CTSHISNZOTI 4030388 (01207 [3270474  |CISH24N204 4041057 |0,0623

HH 21 |CTSHZONZON (418,098 07598 [312,1985  |CISHZINOMP (19,1176 |1,7678

22 |ClEHZNGOTI [432,1254 01582 |285,208  |CI4HRINOAP (4331333 [0,0354

o % 23 |C17H24N3011 448,141 05125 254,1052 C13H1GNOAP |447 1489 |0,4953

ohz, 24 |CleHEN3OTT  [460,1%67 (03933 |270,0835  |CIZHITINGAP [461,1646 (0,145

e g 25 |C1HEN30T2 [488,1516 (01617 [242,0846  |CIHI7NO3P 4881585 [0,8462

&h, 26 |C19HZTM4O12 |S031625 (02576 [2270837  |CIMHIGO3P [504,1704 |0,7695

o o 27 |CaaaNeomR |5511907 (08250 [1790555  |CGHITOB (5521985 (00823

P
I 0
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26 |C29H32N4O10P 5671656 [0,0358 1630608 [CBH1105  |568,1934 |0,2585
29 |C2sHaiNeiz 5791938 0,2561 151,0524 C5H1203P ED,QDW 0,7517
30 _|CapHaaNa012 5332085 0,0083 137 0368 CAHI0O3P  [584.2173 10,1133
|51 | C26HAON2013P 19,2268 1,1598 11,0195 C4H3M202  |B202346 |0,1520

32 |C26H38M4014P 6852122 0,5620 45,0340 C2ZHS0 656,2200 |0,1505
33 |C28H4ON4O14P 6882279 [1,1955 31,0184 CH30 7002357 [Wia

34 |C2BH3SMA015P |701,2071 1,3605 29,0391 C2HS 7022150 03527
35 |C30H42M4014P (7132435 0,2835 17,0027 HO 7142513 |0,2229

36 |C20Ha0M4015P 7152228 [02272 15,0235 CHZ 716,2306 |D,2630
i CI0HIINGO1SF |730,2963  [06746 0,000 - 10,1332 =
5 CoesElemyi En Latirch | Tokrance: [2 anu @
B 101 Exp 1, 14,778 ta 14,947 min from Sample 1(2B) of 2B wiff (Turbo Spray) Max. 3 8ef ops.
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Abbildung 3.2.13 Vergleich der theoretischen Fragmente (+Q1) aegeschlagenen
Struktur des Metaboliten von Inhibit@r(A) mit den tatsachlich detektiertel)(

Mit Ausnahme von einem Fragment lassen sich all®etektionsbereich (300-800 u)
liegenden, theoretisch denkbaren Fragmente (Fraghren 15-37) im tatsachlich
gemessenen +Q1-Massenspektrum nachweisen, zunmitediner Abweichung von
nur £0,05 u. Natirlich zeigen die Fragmente aufm@rilnrer unterschiedlichen Struktur
auch unterschiedliche Intensitdten bei der Detaktionter den gegebenen
lonisierungsbedingungen. Der Molpeak (entspricim dieeoretisch denkbare Fragment
Nr. 37, s. Abbildung 3.2.13), welcher nattrlich lwtie einfach glucosidierte Uridin-
Teilstruktur des Inhibitor® beinhaltet, lasst sich z.B. mit einer Abweichuran nur
0,13+£0,01 u in einer sehr hohen Intensitat nactemeidas theoretisch denkbare
Fragment Nr. 33 lasst sich auf Grund seiner Strukicht gut positiv ionisieren und
findet sich nur im —Q1-Massenspektrum des Metadohton Inhibitor2 wieder.

Fast alle theoretisch denkbaren Fragmente, dielausorgeschlagene Glucosidierung
der Verbindung 2 hervorgehen missten, lassen sich im gemessenen +Q1
Massenspektrum nachweisen (s. Abbildung 3.2.13yrResmt-Nr.: 15-18, 20-37).
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Auch die entsprechende Isotopenverteilung der EiareFragmente stimmt in jedem
Fall Gberein.

Alle gemessenen Daten sprechen also flr den vdrigegnen Metabolisierungsweg
und die Struktur der detektierbaren Abbauproduktelshibitorenl und?2 inkubiert mit

Lebermikrosomen von Maus und Ratte.

Wie schon erwéhnt und in den Abbildungen 3.2.6,73udd 3.2.9 zu sehen, entsteht ein
weiterer Metabolit aus den Inhibitordnund 2 nach Inkubation mit Lebermikrosomen
(sowohl mit Ratten- als auch mit Mauselebermikmosn), der in keiner der
Blindproben zu detektieren ist. Er eluiert immerZkonach dem unveranderten Inhibitor.
Da bei der verwendeten HPLC-Methode (s. Kapitel3.&8b 15 min nur noch Methanol
als Laufmittel verwendet wird und beide Inhibitonemd die dazugehoérigen Metabolite
mit einer Rententionszeit vont&L5+1 min eluieren, muss der zweite detektierbare
Metabolit etwas weniger gut wasserloslich und/oeteras besser in Methanol 16slich

sein als der entsprechende Inhibitor bzw. derrakeg eluierende Metabolit.

Das UV-Absorptionsspektrum des Metaboliten gleickdm des entsprechenden
Inhibitors bzw. des ersten Metaboliten mit zweickei verschobenen Maxima bel
M=205 nm und A,=255 nm. Schaut man sich die zugehérigen Massetispeler

zweiten Metaboliten an, sieht man, dass der Mofeddlk des entsprechenden Inhibitors
mit in dessen Fragmentierungsschema enthalten Dsts war bei dem ersten
Metaboliten auch der Fall (s. Abbildung 3.2.7) uddutet darauf hin, dass der
entstandene zweite Metabolit auch noch das Grufidgdes Inhibitors tragt und einer
Biotransformation unterlegen ist, die einen Massarachs zur Folge hatte. Das wirde
auch, wie beim ersten Metaboliten, die sehr &ahahcHJV-Absorptionsmaxima

erklaren.

Allerdings lasst sich kein eindeutiger Molekllpeales zweiten entstandenen
Metaboliten identifizieren, der sowohl im positivevie auch im negativen Modus
(xQ1) erscheint und einer Struktur eines theorkttenkbaren Metaboliten entsprechen

wirde. Um einen Massenzuwachs allein durch einessd?h&eaktionen zu erklaren,



3 Ergebnisse der Stabilitatspriifungen und des Mésbus der Verbindungen 63

misste eine Oxidation der Inhibitoren stattgefundeben. Eine Reduktion oder
Hydrolyse (s. Kapitel 3.2.2) hatte zu einer Masbeahme gefihrt. Alle diesbezlglich
in der Literatur bekannten géangigen Biotransfororagivege wurden auf den Inhibitbr

und 2 angewendet. Die Massen der theoretisch entstehévid&abolite konnten jedoch
im entsprechenden HPLC-MS-Chromatogramm nicht diet¢tkwerden. Das gleiche
gilt fur die bekannten typischen Konjugationen d#&nase-llI-Reaktionen. Mdglich
waren natirlich auch noch verschiedene Kombinatiomes Phase-l- und Phase-II-

Reaktionen.

Es ware aber auch denkbar, dass der zweite enestarMetabolit eine Molekulstruktur
besitzt, die es nicht moglich macht, ihn sowohlpasitiven wie auch im negativen Q1-
Modus so zu ionisieren, dass der Molekulpeak imdreiModi sichtbar wird. Dies ist
bei manchen Verbindungen durchaus der Fall, wersnMialekll fast ausschlief3lich
Teilstrukturen enthélt, die sich besonders gutinuder einen Form ionisieren lassen.
Verbindungen die fast ausschliel3lich aus C-, H- Gadtomen bestehen, lassen sich
meist gut im negativen aber sehr schlecht im pa@sitiModus ionisieren. Umgekehrt
verhalt es sich meist bei Verbindungen, die aussRith aus z.B. C-, H- und N-
Atomen bestehen. Als Beispiel sei hier noch auf ¢imrolyse-Metaboliten von
Verbindung 6 verwiesen (s. Kapitel 3.2.2). Auch er lasst sialf &rund seiner
Molekulstruktur sehr gut negativ aber nicht positisieren, was an der Intensitat des

entsprechenden Molekiilpeaks [M#H}u erkennen ist (s. Abbildung 3.2.3).

Mdoglicherweise sind aber auch mit den zweiten Malitgn von Inhibitor1l und 2,
Molekile entstanden, die eine gro3ere Masse basitde der hier verwendete
Detektionsbereich von 300-800 u. Diese Annahme svidegben den oben angeflhrten
Messdaten auch noch die Tatsache bestatigen, dasvdite Metabolit von Inhibito2

sehr deutlich im DAD aber nicht im TIC zu erkennsin(s. Abbildung 3.2.9). Er zeigt
also eine deutliche UV-Absorption, lasst sich abehlecht ionisieren bzw. hat eine
hohere Masse als 800 u (und wird somit vom Detektont mehr registriert). Eine
maogliche doppelte Glucuronidierung bzw. Glucosidigy an beiden vicinalen OH-
Gruppen der Inhibitored und 2 wurde oben schon angesprochen und wirde dies

plausibel erklaren.
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Eine (eher zufallige) weitere Untersuchung der b&tten Proben mit einer anderen
Massen-Detektionsgrenze von 200-800 u aber ansomgéichen Bedingungen (s.
Kapitel 5.3.3) ergab noch einen weiteren intereesaAspekt. Der zweite erscheinende
Metabolit von Inhibitor1 eluiert mit [M+H]'=244 u. Dies konnte bei den ersten
Untersuchungen der Ansatze auf Grund des Detekiwvaiches von 300-800 u nicht
detektiert werden. Hierbei kdnnte es sich, wie lmbi#dung 3.2.12 dargestellt, um das

Hydrolyseprodukt von Inhibitot handeln.

O\\P,OE'(
i - ° \OEt o] — o)
i H\H/\NJ\(_OVN//\“C/ o + Y\J\Q”/\f
EIO’/I’I \/©/ o & ZZ/ enzymatische s o Z]/
Et0 HO on Hydrolyse T oH
Inhibitor1 ,
M=243.24 gimol M=315.25 g/mol

Abbildung 3.2.14 Mégliche enzymatische Hydrolyse des Inhibitbrs

Dies lasst sich aber nicht mit Sicherheit sagendidaAnsatze einen Tag lang bei RT
gelagert wurden und der zweite theoretisch aucstamiene Metabolit mit 315 g/mol
nicht detektiert werden konnte. Moglicherweise veurdr aber auch noch weiter

metabolisiert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassdes | im Gegensatz zum ersten
Metaboliten - nicht moglich war, einen in der Laar bekannten
Biotransformationsweg zu finden, der die Entstehungl Struktur des deutlich
detektierbaren zweiten Metaboliten von Inhibitbrund 2 mit allen Messdaten in

Einklang bringt.

Die Inhibitoren4-6 wurden ebenfalls gesondert untersucht, aber esiwat moglich,

sie hinreichend unter den o0.g. HPLC-Bedingungen dem Lebermikrosomfragmenten
oder Bestandteilen des NADPH-regenerierenden Sgstamtrennen. Verschiedene
andere HPLC-Methoden wurden entwickelt und getestBt Umkehr und Variationen

des Gradienten, diverse isokratische Elutionen Wéttanderungen des Laufmittels,
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Austausch von Methanol gegen Acetonitril, verscarezl andere HPLC-Saulen mit
unterschiedlichen Trenneigenschaften und diversembisationen aus den o0.g.
Malinahmen. Leider hat keine der Variationen zureiereichenden Trennung der

Verbindungem-6 von den Lebermikrosomfragmenten gefthrt.

Ein Vorteil der verwendeten HPLC-Methode liegt dadass damit die Substanzen des
NADPH-regenerierenden Systems vollstdndig mit Teilder gut wasserlslichen
Lebermikrosomfragmente in den ersten vier Minutieieesn. Damit stéren sie so nicht
die Detektion der spéater eluierenden Inhibitoderund 2 und deren detektierbaren
Metabolite. Allerdings hat sich dieser Vorteil lmn Inhibitorenl und 2 nur bedingt
gezeigt, da ihre detektierbaren Metabolite sowahtién Ansatzen mit als auch ohne
NADPH-regenerierendem System qualitativ und quaiititvergleichbar waren. Der
NADPH-Sytem Zusatz hatte also bei den Inhibitoteand 2 keinen Einfluss auf die
Metabolitenbildung.

Die entwickelte HPLC-DAD-MS-Methode (s. Kapitel Suad 5.5.3) zur Detektion von
Metaboliten in inkubierten Verbindungsansatzen loeibermikrosomfraktionen, eignet
sich also besonders gut fur Substanzen, die besSégthanol (oder Acetonitril) I16slich
sind als in Wasser. Weniger gut geeignet ist siesihr gut wasserlosliche, polare

Verbindungen.

Es ist natlrlich nicht auszuschlieRen, dass in Aesdtzen mit den gewonnenen
Lebermikrosomen auch noch weitere Metabolite entla sind, die aber auf Grund
der Uberlagerung durch die miteluierenden Leberos@mfrakmente nicht oder nur
sehr schwer gesondert detektierbar sind. Hierzustaian genau wissen, welcher
Metabolit mit welcher Masse zu erwarten ist und ilann gesondert in XIC-

Chromatogrammen (Extracted lon Chromatogram) sucineindarstellen (s. Diazepam
in Kapitel 3.1 und 5.4).

Wesentlich empfindlichere HPLC-MS-MS-Untersuchungend nur mdoglich, wenn
man ausreichende Mengen der Elternverbindungen esadds zu erwartenden

Metaboliten als Reinstoff zur Verfiigung hat (s. Medung 7, Kapitel 5.3.3). Dann
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kann man sich das Fragmentierungsmuster der Ausgarigndungen (und im Idealfall
auch der entstehenden Metabolite) als Reinstofferauen und eine MS/MS-Methode
entwickeln, mit der nur nach diesen typischen Freagiierungsmustern der eingesetzten
Verbindungen in den Proben gesucht wird. Dies efictitgwesentlich empfindlichere
Nachweise der Substanzen in komplexen biologisdfatrices auch bei eventuellen
Uberlagerungen, da die einzelnen Fragmentierungemusndividuell sehr
unterschiedlich sind. Anhand von Kalibriergradenr ddternverbindung und des
Metaboliten ist dann auch in komplexen biologischdatrices eine quantitative
Bestimmung maoglich. Als Beispiel der taglichen Vendung solcher Methoden sei
hier nur kurz die Pestizidanalytik im Lebensmite#ich angefiihrt*®
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3.3 Anthrachinonderivate

Die in Abbildung 3.3.1 dargestellten Verbindungemmdsvon Dr. Younis Bagqi
synthetisiert wordeft®*’ Sie sind urspriinglich als P2Y-Rezeptorantagonisten
entwickelt aber auch auf ihre Hemmwirkung gegenllulsr Ratten-Ecto-5'-

Nucleotidase und der Ratten- und humanen NTPDa2ehd -3 getestet worden.

H, o
\\ OH \\ OH \\ OH

NH, NH,
: @ ;
7 NH

2

Abbildung 3.3.1: Struktur der untersuchten Anthrachinonderivate

Tabelle 3.2.1 gibt einen Uberblick Uber die versdenen Testergebnisse an den

P2Y, 4612Rezeptoren.

Die Anthrachinonderivatg-9 sind als P2Y-Rezeptorantagonisten entwickelt worde
und zeigen alle eine antagonistische Aktivitat agYPRezeptor im micromolaren
Bereich'*’ Wahrend Verbindung unselektiv auch am P2¥Rezeptor aktiv ist, zeigen
Verbindung7 und 9 einerelativ gute Aktivitdt und Selektivitat fir den P2Rezeptor
(s. Tabelle 3.2.1).

Tabelle 3.2.1 Inhibitorische Potenz der untersuchten Anthrachdierivate an P2Y-
Rezeptoren

ICs0 (LM)™ K

Verbindung (% Inhibition+ SEM bei 10 uM) (LM)*’
P2Y," P2Ys P2Y," P2Y.5"

»10 3

7 9,82 0,43 48,0%86,0 (13 +11) n.d:
8 2,12 + 0,66/ 1,66 + 0,42 »10 >10

9 373+039| ,. >0 »10 n.d3

’ (25 + 14) | (-81 +17)

! humaner Rezeptof;Rattenrezeptof nicht bestimmt (n.d.)
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Die Anthrachinonderivate’-9 wurden auch auf ihre Hemmwirkung beziglich der
Ratten-Ecto-5-NT und der Ratten- und humanen NEeD&2 und 3 getestéf
Tabelle 3.2.2 gibt einen Uberblick Uber die unteisdlichen Hemmwirkungen der
Verbindungerv-9.

Tabelle 3.2.2 Hemmwirkungen der Anthrachinonderivate an Ectéentecdasen

Ecto-5-NT NTPDase 1 NTPDase 2 NTPDase 3
Ki [MM] 148 Ki [lJ.M]l48 Ki [HM]148 Ki [“.M]l48
Verb. | (% Inhibition | (% Inhibition bei 1| (% Inhibition bei | (% Inhibition bei 1
bei 1 mmol mmo) 1 mmo) mmo)
[MM] Ratte Mensch| Ratte Mensch Ratte Mensch
» 50 »40 53,8+ >200 17,6 + 2
! 01 |OTEY o) | 57 | @71 | 66 | "%
8 |0,297+0,092 n.d’ n.d? n.d? n.d? n.d? n.d?
3,52+ 2 > 200 2 2
9 1,84 + 0,02 n.d. 0.42 n.d.: (52 +2) n.d.: n.d:

I Rattenenzynt: n.d.= nicht bestimmt

Bei den Verbindung und 9 handelt es sich um hochpotente Inhibitoren dereRatt
Ecto-5'-Nukleotidase, wohingegen Verbindudiguch die humane NTPDase 1 im pM-

Bereich hemmt?®

Verbindung 9 ist ein potentieller Metabolit von Verbindung und wurde in den
Stabilitats- und Metabolismusunterschungen als fe@efsubstanz eingesetzt um zu
zeigen, dass Verbindurggnicht als Metabolit entsteht.
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3.3.1 Stabilitat gegeniiber Lebermikrosomen

Verbindungen7 wurde auf ihre Stabilitat gegentber der l6slicherdubtleber-
mikrosomen-Praparation hin untersucht. Dabei wutele gewonnene Uberstand 1 (s.
Kapitel 3.1) eingesetzt. Aliquots der Stammldsungem Verbindung/ (2 mM) wurden
mit den gewonnenen Lebermikrosomfraktionen vonMaus bei 37 °C fur 24 Stunden
inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze 3 mimgldei 99 °C unter Schutteln im
Thermoblock erhitzt, um weitere enzymatische Realen zu stoppen und um die
Proteine zu denaturieren, damit sie besser abteensind. Nach Membranfiltration
(9=0,45 pm) wurden die Ansatze mittels HPLC-DAD-M&iter untersucht. Als
HPLC-Methode wurde die bei der Diazepam-Metabaiisig entwickelte Methode
verwendet (s. Kapitel 3.4 und 3.5.3).

Als  Blindproben dienten  sowohl die ohne  Wirkstoff nkubierten
Lebermikrosomfraktionen als auch die verdiinnte bgsder Verbindung in 2 mM
NH4OAc-Puffer, um eventuelle (thermisch bedingte) Videtungen der Substanz bzw.

der Lebermikrosomfragmente zu erkennen und auskeeh.

Schaut man sich nun die HPLC-DAD-MS-Chromatogrammer inkubierten
Verbindung? an, stellt man zun&chst fest, dass ein Teil nach 28llig unverandert
eluiert, dass aber auch Metabolite zu detektieren. sDiese sind in keiner der
Blindproben (s. Abbildung 3.3.2, rote und griine \am) zu detektieren und kénnen
somit erst wahrend der Inkubation mit den gewonndrebermikrosomen entstanden
sein. AulRerdem zeigt sich eine grof3e thermischeil&ih der Verbindung?7.

Kurzzeitiges Erhitzen fir 3 min auf 99 °C fuhrtekainerlei Veranderungen.

Abbildung 3.3.2 zeigt reprasentativ drei HPLC-DADBMChromatogramme (Overlay)
der Ansatze von Verbindung’ (blau) mit den dazugehorigen Blindproben-
Chromatogrammen (rot: Mauselebermikrosome, grinrbidung 7 in 2 mM
NH,OAc-Puffer), alle 24 Stunden bei 37° C inkubiert.
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W TIC: from Sample 1 (1) of 1.wiff (Turbo Spray) Max. 1,668 cps.
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Abbildung 3.3.2: HPLC-DAD-MS-Chromatogramme (Overlay) dreier Ansatze, dit

h bei 37 °C inkubiert wurden. Blau: Verly. + Mauselebermikrosome; Rot: r

Mauselebermikrosome; Grin: nur Verb.

A: Total lon Chromatogramme (TIC).

B: Total Wavelength Chromatogramme (TWC): Gesamt-Afisamns-Spektrum der
eluierten Substanzen von 190-400 nm. Der Peal®pell0,16 min ist nur in dem
Ansatz von Verb7 + Mauselebermikrosome zu detektieren (blau).
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Bei Rr=23,26 min eluiert die unveranderte Verbinduh¢rine bzw. blaue Kurve in
Abbildung 3.3.2) kurz vor einem Peak der verbliebern.ebermikrosomfraktion bei
Rr=23,36 min (rot). Verbindung@ wird mit [M+H]"=425 u und mit [M-HF423,0 u
detektiert (s. Abbildung 3.3.3).

Man erkennt deutlich im direkten Vergleich in Althihg 3.3.2 bei R=10,16 min einen
Peak, der in keiner der Blindproben zu detektigstnrot und griin) und somit erst
wahrend der Inkubation von Verbindun@ mit den gewonnenen Mause-
lebermikrosomen entstanden sein kann, da alle Aes#dentisch behandelt und
vermessen wurden (Inkubation, anschlieendes Erhitz Membranfiltration,
verwendete HPLC-DAD-MS-Methode, etc.).

Schaut man sich nun das entsprechende Massenspetési wahrend der Inkubation
gebildeten Metaboliten bei {R10,16 min an, sieht man, dass er im +Q1-
Massenspektrum mit [M+H¥675 u und im negativen Modus mit [M-HB73 u
detektiert wird (s. Abbildung 3.3.3). Der wahrenderd Inkubation mit
Mauselebermikrosomen gebildete Metabolit bet=F0,16 min muss also eine
molekulare Masse von 674 g/mol besitzen. Verbindiéngnterliegt wahrend der
Inkubation mit Lebermikrosomen offensichtlich eir&@ptransformation, die zu einem
Metaboliten fuhrt, der eine um 250 u hdhere Masdsedse Ausgangsverbindung

aufweist.

In  Abbildung 3.3.3. sind exemplarisch die +Q1 Masseund UV-Vis-
Absorptionspektren des entstandenen MetaboliterRpel0,16 min vs. Verbindung
dargestellt. Das UV-Vis-Absorptionspektrum des Ndetden unterscheidet sich mit
seinen zwei Maxima b&;=200 nm und,=255 nm deutlich von dem der Verbinduhg
mit seinen 3 Maxima b&;=205 nmA,=255 nm und3=625 nm (s. Abbildung 3.3.3).
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Abbildung 3.3.2: £+Q1 Massen- und UV-Absorptionspektren von VerbeV Rr=23,26
min und dessen Metaboliten bei-R.0,16 min.
A/B: +Q1/-Q1 Massenspektrum (s. auch Abb. 3.3.2): hebR,26 min eluiert
Verbindung7 mit [M+H] =425 u bzw. mit [M-H}F423 u.
C/D: +Q1/-Q1 Massenspektrum (s. auch Abb. 3.3.2)Ryeil0,16 min eluiert der
Metabolit von Verbindun@ mit [M+H] =675 u bzw. mit [M-H}F673 u.

Total Wavelength Chromatogramme (TWC): GesalmsgkptionsSpektrum de
eluierten Substanzen von 190-400 nm (blau: Vérk. Mauselebermikrosom
rot: nur Lebermikrosome, grin: nur Vetbin 2 mM-NH,;OAc-Puffer).
Vergleich der UV-Absorptionsspektren von Verthei Rr=23,26 min (rot) und
dessen Metaboliten beirR10,16 min (blau).

E:
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Der detektierte Massenzuwachs von 250 u des aubindemg 7 entstandenen
Metaboliten, sein unterschiedliches UV-Vis-Absaopgspektrum und seine wesentlich
frihere Retentionszeit deuten auf eine deutlichek8irveranderung hin. Da dieser
Massenzuwachs flr eine typische Phase-I-Reakti@zvB. Oxidation, wesentlich zu

hoch erscheint, liegt es nahe, dass (auch) eingeFHh&eaktion statt gefunden hat.

Typische Phase-lI-Metaboliten entstehen z.B. ditahjugation mit Glucuronsaure (s.
Kapitel 1.1.1.). Bei den untersuchten Inhibitofeand?2 (s. Kapitel 3.2.3) wurde schon
eine mdogliche Glucuronidierung an einer der beig@mnalen OH-Gruppen der im

Molekll enthaltenen Ribose diskutiert. Es stelliehsallerdings heraus, dass die

Inhibitoren1 und2 an dieser Stelle einer Glucosidierung unterliegen.

Viele bekannte Arzneistoffe unterliegen zunéchstsa@edenen Phase-I-Reaktionen,
die die Vorrausetzung fur eine Konjugationsreaktimer anschlieenden Phase-lI-
Reaktion schaffen (z.B. Ephedrin, Lidocain, Stemoignone, Morphin, etc).Dies
konnte auch bei Verbindungyder Fall sein. Zuerst kénnte eine kombinierte Rédn
und oxidative N-Desalkylierung unter Abspaltung desisolrestes stattfinden. Das
entstehende Anthrachinonderivat kbnnte dann arbdelen entstandenen OH-Gruppen

doppelt glucuronidiert werden.

Abbildung 3.3.4 gibt einen Uberblick tiber den vagdagenen Biotransformationsweg
von Verbindung7, der zu dem detektierten Metaboliten bet=R0,16 min (s.
Abbildung 3.3.3) gefihrt hat.
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Abbildung 3.3.4 Vorgeschlagener Biotransformationsweg von Verongd/ wahrend
der Inkubation mit Mauselebermikrosomen.

Dieser vorgeschlagene Biotransformationsweg wutdeizem Metaboliten fihren, der
eine molekulare Masse von 674 u besitzt, die awcldetektiert wurde. Auch die
detektierte unterschiedliche UV-Vis-Absorption undie wesentlich frihere
Retentionszeit als die Elternverbindu@gwirden zu der vorgeschlagenen Struktur

passen.

Schaut man sich nun das Fragmentierungsschema etebadliten bei R=10,16 min in
Abbildung 3.3.2 und 3.3.3 genauer an, so sieht rdass viele theoretisch denkbare
Fragmente im tatsachlich gemessenen +Q1l-Massengpeigieder zu finden sind. In
Abbildung 3.3.5 ist einmal exemplarisch flr den etéerten Metaboliten von
Verbindung7 bei Rr=10,16 min (s. Abbildung 3.3.2 bzw. 3.3.3) ein Merch seiner
tatsachlich gemessenen Fragmente im +Ql-Massenspekgegeniber seiner
vorgeschlagenen Struktur (s. Abbildung 3.3.5), alitihren theoretisch denkbaren

Fragmenten, dargestellt.
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D:\DVD's\D: ung 1Wni\Di Ituell 1gen NeulYB 16 Doppelte Glucuronidierung2.mol Fragment List |0p|iun5|
CZEH30NZM 7S
Formula Mono. Mass Differ| Formula Differ| +H Error(amu)
A 1 H2N 16,0187 Nis 658,1078 C2BH28NO17S (17,0265 |N/A
2 HO 17,0027 NiA 657,1238 C26H28N20165 (18,0106 |N/A
3 CHO2 44,9977 Nis 629,1289 C25H29N2015S (46,0055 |N/A
O

HO3S 80,9646 NiA 593,1619  |[C26H28M2014 (81,8725 |NiA

C20HZ21NZ011S | 4970888 NiA 177,0399 CEHI08 492,0944 |NJA

3

9 |caeHzenzote  [s583,1619 NiA 80,9646 HO3S 594,1697 [NIA
10 |C25H29N20155  |629,1289 NiA 44,9977 CHOZ 630,1367 |NIA
11 |C26HZ9NZ018S | 657,1238 NiA 17,0027 HO 658,1316 |NIA

1 C26H28N0O175  |658,1078 NiA 16,0187 HZ2N 659,1156 |NIA
3 | C26H30N2017S |674,1265 2425 0,0000 = 675,1343 |0,2346

0l | 2l
ﬂ Connected graph: 1. wif Launch Editer| Tolerance: |2 amu @
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Abbildung 3.3.5. Vergleich der theoretischen Fragmente (+Q1-Masgsektrum) der
vorgeschlagenen Struktur des Metaboliten von Veldoig 7 (A) mit den tatséchlich
detektiertenB).

2854

Es sind sowohl die abgespaltenen Glucuronsaureffeistgment 5 und 6, s. Abb. 3.3.5)
als auch die fragmentierten Anthrachinonreste sikki einzelnem Glucuronsaurerest
(Fragment 7) mit einer Genauigkeit von +0,06 u atelitieren. Dies bestétigt den
vorgeschlagenen Biotransformationsweg von VerbigdiinZusatzlich lasst sich der
theoretisch entstehende Molekilpeak des MetabolitgnM+H]"= 675,1 u in einer

sehr hohen Intensitat nachweisen (s. Abbildung53.Fragment 13). Auch die

entsprechende Isotopenverteilung der einzelnennktgatpeaks stimmt in jedem Fall

Uberein.

In der Literatur sind unzahlige Beispiele fir sacliKonjugationsreaktionen mit

Glucuronsaure beschrieb&H?*Sehr viele Substanzen werden so in vivo tatsdthlic
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verstoffwechselt und dann z.T. auch ausgeschieztar, sind ihrerseits genau so aktiv
wie die Muttersubstanz (z.B. das Morphin-6-gluciaph*

Im Falle der Bioinaktivierung ist das Konjugationsgukt biologisch inaktiv und dient
dem Korper als Entgiftungsreaktion, da durch dieflsirung einer oder mehrerer
Glucuronsaurereste die Wasserldslichkeit im Gedensar Mutterverbindung meist
wesentlich steigt und der Korper sie so bessel mae biliar ausscheiden kahh*

In den letzten Jahren sind jedoch immer mehr bisétgaktive Phase-II-Metabolite
entdeckt worden. Dazu gehéren z.B. der Schwefabaillvester des hydroxylierten
kaliumretinierenden Diuretikums Triamteren sowiee diC-17-Glucuronide von
Estrogenen und Androgenen und das schon erwahmghivies-glucuronid->°*°2

Auch Verbindung7 scheint einer Glucuronidierung zu unterliegen. \AlRoholen
werden vor allem solche, die nicht rasch oxidiegrden konnen, d.h. sekundare und
tertiare Alkohole, mit Glucuronsaure konjugiert.eRble, Carbonsauren und Amine
kobnnen ebenfalls mit Glucuronsédure konjugiert werd&lucuronsaure ist eine
verhaltnismaRig starke Saure, die zusatzlich alkettee OH-Gruppen enthélt und
daher sehr hydrophil i$t:4°

In der Leber gibt es zahlreiche membrangebundeneu@inyltransferasen (UGT,
Uridin-5"-diphosphat-Glucuronosyltransferasen), deuch in den gewonnenen
Lebermikrosomen enthalten sind und solche Konjogateaktion katalysieren wirden.
In Analogie zum System der CYP-450-abhéngigen Maggenasen (s. Kapitel 1 ff.)
gibt es eine Reihe von Isoenzymen der Glucuromdfexasen, die sich hinsichtlich
ihrer Substratspezifitat und in ihrer Expressionsgge unterscheiden. Die
verschiedenen Enzyme werden in gleicher Weise waeQYP-Enzyme klassifiziert
(z.B. UGT 1A1)H143.144

Wie schon in Abbildung 3.3.2 zu erkennen, wird \fledoing 7 nach 24 h Inkubation
mit Lebermikrosomen zu einem Teil metabolisierteiGhzeitig sieht man im Vergleich
zur Blindprobe (nur Verbindung, griin), dass dies nicht thermisch bedingt istdsom

auf die Verstoffwechslung durch die Lebermikrosamelickzufihren ist. Gleichzeitig

kann man in den Ansatzen mit Substanz und Mikrosameh eine Abnahme der
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Lebermikrosomfraktionen beobachten, was in der dikmenblindprobe (s. Abbildung
3.3.2, rot) nicht der Fall ist.

Um eine noch starkere Metabolisierung zu forcievaurde der Inkubationszeitraum auf
48 h (unter sonst gleichen Bedingungen) ausgedd@eitandelt und analysiert man
diese Ansatze nun exakt gleich, wie die nach 2#kKubation, stellt man fest, dass
Verbindung7 fast vollstandig metabolisiert wird und kaum melor detektieren ist.
Abbildung 3.3.6 zeigt reprasentativ drei HPLC-DADSMChromatogramme (Overlay)
der Ansatze von Verbindung’ (blau) mit den dazugehorigen Blindproben-
Chromatogrammen (rot: Mauselebermikrosome, grinrbidung 7 in 2 mM
NH,OAc-Puffer), die alle 48 h bei 37 °C inkubiert ward

Wahrend in der Blindprobe (griine Kurve) Verbinduhigei Rr=22,9 min eluiert, ist sie
in den Ansatzen mit Lebermikrosomen (blaue Kurveurk noch zu detektieren
(Rr=23,0 min). Gleichzeitig sind in diesen Anséatzermlmache zusatzliche Peaks
entstanden, die in keiner der Blindproben zu detes sind. Der oben diskutierte
Metabolit von Verbindung lasst sich auch hier nachweisen (bgrR,93 min; mit ca.
5% der Gesamtflache), alle anderen neu entstand@eaks lieRen sich nicht
identifizieren.

Verbindung 7 wird also nach 48 h Inkubation mit Mauselebernskmen (fast)

vollstédndig metabolisiert.
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Abbildung 3.3.6: HPLC-DAD-MS-Chrom#&ogramme (Overlay) dreier Ansatze, die

h bei 37 °C inkubiert wurden. Blau: Verls. + Mauselebermikrosome; Rot: r

Mauselebermikrosome; Grin: nur Verb.

A: Total lon Chromatogramme (TIC).

B: Total Wavelength Chromatogramme (TWC): Gesamt-Afisamns-Spektrum der
eluierten Substanzen von 190-400 nm.
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3.3.2 Untersuchungen zum Aktivitatsverlust

Wie schon angesprochen, hemmt die Verbind®idgs Enzym Ecto-5"-Nukleotidase in
seiner Aktivitat mit einem KWert von 0,297 + 0,092 uM. Allerdings wurde im ff@u
der Untersuchungen beobachtet, dass die aufgenoemm&mnzentrations-Inhibitions-
Kurven nicht gut reproduzierbar sind und sich ditaags beobachtete hohe Affinitat in
spateren Untersuchungen nicht mehr bestatigenYefbbildung 3.3.7 zeigt die zu
verschiedenen Zeitpunkten gemessenen Konzentrdtibitstions-Kurven von
Verbindungs.

;8

m A 03.06.2008
D 04.06.2008
¢ E17.07.2008
X F 05.08.2008
G 06.05.2008
H 08.08.2008

=

% Restaktivtat der eN
2538888383838

-10 T T T T T T 1
10° 10°® 107 10° 10° 104 10°% 107

[Verbindung 8], M

Abbildung 3.3.7: Konzentrations-Inhibitions-Kurven von Verbindu8g

Man erkennt deutlich die Rechtsverschiebung begetelem Alter der Stammldésung.
Innerhalb eines Zeitraumraums von gut zwei Mon&mmte ein Aktivitatsverlust um
den Faktor 19 festgestellt werden. Die dazu verwendete 10 mMnStésung der
Verbindung8 in DMSO (10%-ig) wurde bei +4 °C im Kuhlschrankagert. Es wurde
vermutet, dass dieses Phanomen aufgrund von chHenis®&/erdnderungen der

Testsubstanz wahrend der Lagerung auftritt.
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Abbildung 3.3.8 gibt einen Uberblick uber die vérisdenen diskutierten chemischen
Veranderungen der VerbinduBgdenen sie wahrend der Lagerung unterliegen kdnnte

NH,

o)
SO;H SO;H
T COXT™ s
+O2

-H,0O
HN O HN
NH, NO Oxidationsprodukt 8.1\©\

L _ Molecular Weight: 437,38
Oxidationsprodukt 8.5
Molecular Weight: 423,40

NO

+ O2
Oxidation \- H20

NH, O NH, OH NH,

o
SO;H SO;H SO3H
O‘O Oxidation O‘O Reduktion OOO
- —_—
O N O HN OH HN
Q Verbindung 8 \©\ Reduktionsprodukt 8.3\©\
NH i NH, i NH,

Oxidationsprodukt 8.2 Molecular Weight: 409,42 Molecular Weight: 411,43
Molecular Weight:
407,40 Oxidation Intramolekulare
NH, Redoxreaktion
NH, OH NH,
O‘O MGG S
NH, OH N
Oxidatlonsprodukt 8.6 Redoxprodukt 8.4
Molecular Weight: 318,30 Molecular Weight: 409,42 NH

Abbildung 3.3.8 Mdgliche (intramolekulare) Redoxreaktionen vorrbiedung8.

Sowohl alle Produkte der Oxidation als auch das Rieduktion von Verbindun@
weisen eine unterschiedliche molekulare Masse &sMuttersubstan88 auf und
missten somit mittels HPLC-DAD-MS gut zu identi@i@n und von Verbindung zu
unterscheiden sein.

Lediglich das intramolekulare Redoxprodt, mit dem Verbindung@ vielleicht zu
einem Teil standig im Gleichgewicht liegt, besitiz¢selbe molekulare Masse und ist
somit nicht per Massenspektrometer zu unterscheid®lferdings musste das
Redoxproduk.4 ein leicht verschobenes UV-Vis-Absorptionsspektruma evtl. eine

geringfugig unterschiedliche Retentionszeit im Gegéz zu Verbindun§ zeigen.
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Um festzustellen, welche Veradnderungen der Verbigd8 stattgefunden haben,
wurden verschiedene zur Testung eingesetzte Stasundén und weitere Ansatze der
Verbindung8 mittels HPLC-DAD-MS weiter untersucht (s. Kapifeb.2).

Schaut man sich nun zunachst die HPLC-DAD-MS-Chtogramme der bei der
letzten Testung verwendeten 2 mM Stammldsung vorbikéung8 im Alter von 3
Monaten an, stellt man fest, dass die Substanz waekor zu einem Teil unverandert
vorliegt, dass aber auch einige der in Abbildurigy&dargestellten Abbauprodukte zu
detektieren ist.

Abbildung 3.3.9 zeigt exemplarische ein HPLC-MS-D&Dromatogram der zur
Testung verwendeten Stammldsung von Verbind8righ Alter von 3 Monaten im
Vergleich zu einer aus dem Reinstoff frisch hergéisn Losung (100 pM in 2 mM
NH,OAc-Puffer).

Man erkennt sowohl im TICA) als auch im DAD-Spektrunt} in der 3 Monate alten
Stammldsung von Verbindur@y(blaue Kurven) deutliche Abbauprodukte im Verdheic
zur frisch hergestellten Losung (rote Kurve). BgER45 min eluiert das DMSO. Das
Dimethylsulfoxid ist auf Grund seiner zu geringemmdde von 76 g/mol nicht im TIC
(A), sondern nur im TWC des DAY zu erkennen. Die detektierbare Verunreinigung
bei Rr=18,8 min eluiert mit [M-HE 406 u (s. Abbildung 3.3.B). Hierbei kdonnte es
sich somit um das Oxidationsproduk aus Abbildung 3.3.8 handeln. Bei+0,7
min eluiert die Verbindung8 mit einem leichten Tailing. Moéglicherweise steht
Verbindung 8 im Gleichgewicht mit dem intramolekularen Redoxjurkt 8.4. Sie
besitzen beide die gleiche molekulare Masse undleviisich nur unzureichend unter
den eingesetzten HPLC-Bedingungen (verwendete @rtahelution und eingesetzte
Saule) voneinander trennen lassen. Offenbar eluderb. 8 (und/oder das
intramolekularen Redoxprodugt4) bei Rr=20,69 min mit [M-H]= 408 u C).
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Abbildung 3.3.9 HPLC-DAD-MS-Chromatogramme zum Vergleich einetteal

Stammldésung von Verb8 in DMSO (10%ig) mit einer in NkDAc-Puffer frisch

hergestellten Losung.

A: Total lon Chromatogram (TIC): einer 3 MonatetealStammisg. von VerB.

B-E: Extracted lon Chromatogramme (XIC) a@ls Scan nach [M-H¥ 406 u B),
408 u C), 410 u D) und 436 UE).

F: Total Wavelength Chromatogramme (TWC, Overlayes@&nt-Absorptions-
Spektrum der eluierten Substanzen von 190-400 Biaw: im Alter von 3
Monaten mit 10% DMSO; Rot: frisch hergestellt.
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Interessanter Weise lasst sich auch das ProdulRetdwktion8.3 bei Rr=20,76 min mit
[M-H] = 410 u D) detektieren. Dies lasst sich allerdings nicht $dherheit sagen, da
der Retentionszeitunterschied unter den verwenddfebhC-Bedingungen (s. Kapitel
5.6.2) zu Verb.8 mit 0,08 min nur gering ist. Bei {R21,3 min eluiert das
Oxidationsproduk8.1 mit [M-H] =436 u E).

Im direkten Vergleich der HPLC-DAD-Chromatogramn@vérlay) in Abbildung 3.3.9
der alten Stammlosung (blaue Kurve) gegenuber rgshf hergestellten Lésung (ohne
DMSO, rote Kurve), erkennt man deutlich die entdearen Abbauprodukte Dbei
Rr=18,8 und 21,3 min.

Es lassen sich also sowohl die beiden Oxidatiomsite 8.1 und 8.2 und das Produkt
der Reduktion8.3 aus Abbildung 3.3.8 in der (3 Monate alten bei°€&4gelagerten)
Stammlésung von Verbindun§ nachweisen. Rechnet man den Anteil an DMSO
heraus, so ergibt sich fiir das Oxidatiosprodihktein Anteil von ca. 3% und f(B.2

ein Anteil von ca. 1,5 % an der Gesamtflache, wadhiderbindung8 noch zu ca. 95%

erhalten ist.

Schaut man sich nun die HPLC-DAD-MS-Chromatogramoer Ansétze von
Verbindung8 an, die mit einer bD,-Losung versetzt (Endkonzentration 3%) und eine
halbe Stunde bei RT inkubiert wurden, lassen sieclthahier (bis auf das
Reduktionsprodukt) alle in Abbildung 3.3.8 diskui® oxidativen Ver&dnderungen
nachweisen (s. Abbildung 3.3.10). Wie in Abbildud@.10 zu erkennen, eluiert das
zugesetzte D, zuerst, bei R=2,5 min, Verbindun@ eluiert unverandert bei{R20,1
min mit [M-H]'= 408 u C), das Oxidationsprodulg@.1 bei Rr=20,8 min mit [M-H]=
436 u B) und das OxidationsproduBt2 bei Rr=18,3 min mit [M+H[= 408 u A und

F). Rechnet man den Anteil an zugesetztep©-Hheraus, so ergibt sich fur das
Oxidatiosprodunks8.1 ein Anteil von ca. 1,7 % und fi&.2 ein Anteil von ca. 2,1 % an

der Gesamtflache, wahrend Verbindgoch zu ca. 19,4 % erhalten ist.
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Abbildung 3.3.10: HPLC-DAD-MS-Chromatogramme (Overlay) zweier Ansavom

Verbindung8. Blau: Verb.8 + H,O,-Lésung (3%ig); Rot: nur Verl& (frisch).

A: Total lon Chromatogramme (TIC).

B-E: -Q1 Massenspektren. Oxidationsprod8Ktbei Rr=20,8 min mit [M-H]= 436 u
(B). Verbindung8 bei Rr=20,1 min mit [M-H]= 408 u C). Zusatzlich entstande-
ne Metabolite bei R=17,7 min mit [M-H]= 317 u D) und bei R=22,1 min mit
[M-H] =422 u E).

F.  Total Wavelength Chromatogramme (TWC): Gesamte@fitsons-Spektrum der
eluierten Substanzen von 190-400 nm.
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Zusétzlich lassen sich noch drei weitere entstamddetabolite von Verbindun@
nachweisen. Wie in Abbildung 3.3.10 zu erkennemjeel bei R=17,7 min ein
zusatzlich entstandener Metabolit mit [M-H]317 u D). Hierbei handelt es sich um
das Oxidationsproduk8.6 (s. Abbildung 3.3.8), welches das Anthrachinongsri
grundgerust von Verbindun§ enthalt, nachdem der Anilinrest oxidativ abgespalte
wurde.

Bei den beiden zusatzlich entstandenen MetaboleinR=22,1 und 22,5 min in
Abbildung 3.3.10 handelt es sich um die Oxidatioodpkte8.5 (s. Abbildung 3.3.8,
jeweils das einfach oxidierte aromatische Amin 8pmit [M-H] = 422 u E), die sich
unter den benutzten HPLC-Bedingungen (s. Kapitéh.2p. chromatographisch
auftrennen lassen. Rechnet man den Anteil an ztajese HO, heraus, so ergibt sich
fur das Oxidatiosproduni@.6 ein Anteil von ca. 16,1 % und f&:5 ein Anteil von ca.
39,4 bzw. 18,2 % an der Gesamtflache, wahrend Weudnig8 noch zu ca. 19,4 %
erhalten ist.

Durch den Zusatz der J,-Losung zu einer frisch hergestellten Ldsung von
Verbindung 8 kdnnen also alle in der alten Stammlésung gefuedeoxidativen
Veranderungen bestatigt werden. Zusatzlich wurdeohndrei weitere Metabolite
detektiert und identifiziert.

In der alten Stammlésung von VerbinduBgkonnten alle die in Abbildung 3.3.8
diskutierten Abbauprodukte detektiert werden. Deelimchtete Rechtsverschiebung der
aufgenommenen Konzentrations-Inhibitions-Kurven rkén also durch eines oder
mehrerer dieser Produkte bedingt sein. Zusatzlioinm nattrlich durch die Bildung
dieser Oxidations- und Reduktionsprodukte die Katration der Verbindung in den
verwendeten Stammldsung ab. Auch dies fiihrt natirku einer Veranderung der

aufgenommenen Konzentrations-Inhibitions-Kurven.

Es empfiehlt sich also, die fur die Testung einggea Stammldsung der Verbindungen
immer frisch anzusetzen und nicht zu lagern, daz tiihlung Oxidations- und
Reduktionsprodukte der Verbindun§ entstehen und somit die Testergebnisse

verfalschen konnen. Da die é&lteste zur Testung eedete Stammldsung von
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Verbindung 8 allerdings immer noch ca. 95% Wirkstoffgehalt Kesand die

entstandenen Verunreinigungen in der Summe nidifdegrals 5% waren, ist es auch
denkbar, das noch andere Faktoren die starke Rechtheibung in den
aufgenommenen Konzentrations-Inhibitions-Kurven ibgd haben (z.B. falsche pH-

Wert Einstellung im Testsystem).
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3.3.3 MS/MS-Methodenentwicklung zum In-vivo-Nachweis

Verbindung7 sollte auf Grund der guten Testergebnisse als R@xeptorantagonist
und Ecto-5-Nucleotidase-Inhibitor in vivo an Mauosegetestet werden. Um
anschlie3end die Verbindung(oder andere hier untersuchte Verbindungen) inlden
vivo-Proben (z.B. Blut, -Plasma, Urin oder in vériecdlenen Geweben) nachweisen zu
konnen, wurde beispielhaft fur Verly. eine empfindlichere HPLC-DAD-MS/MS
Methode entwickelt. Dazu muss man das Fragmentysraaster der Verbindung als
Reinstoff betrachten und eine MS/MS-Methode entelick bei der dann nur nach
diesem typischen Fragmentierungsmuster der eirgeseVerbindung in den Proben
gesucht wird. Dies ermoglicht wesentlich empfinidlice Nachweise der Substanz in
komplexen biologischen Matrices auch bei eventndllberlagerungen, da das einzelne
Fragmentierungsmuster charakteristisch wie ein dfmgdruck ist" Anhand von
Kalibriergraden der Verbindung ist dann auch in k@aren biologischen Matrices eine
quantitative Bestimmung mdoglich. Dazu muss die aersuchende Verbindung
allerdings in ausreichenden Mengen zur Verflguebest. Dies war bei Verbindung
der Fall, so dass sie exemplarisch auch zur Validgp der anderen entwickelten
Methoden eingesetzt wurde (s. Kapitel 5.3 ff.).

Zunachst muss man das Fragmentierungsmuster ddyindang unter definierten
Bedingungen an den einzelnen Quadropolen des TuptbMassenspekrometers
betrachten. Dazu wird eine in 2 mM NBAc-Puffer 1:100 verdinnte Losung der
Verbindung per elektronisch gesteuerter Spritzetikarerlich mit 10 pl/min direkt in
die ESI-lonisierungsquelle des Massenspektrometgigert. Nun kann man durch
Veranderung der einzelnen Potentiale an den Qualops. Abbildung 5.2.3) das
Fragmentierungsschema der Verbindung so verandias, man ein Fragment der
Verbindung mit moglichst hoher Intensitat erhalusdtzlich lassen sich noch der
Gasfluss und die lonisierungsbedingungen der Qyel® Temperatur oder angelegte
Spannung) verandern um eine optimale lonisierungl Ufragmentierung zu
ermaglichen.

Im Fall von Verbindung7 erhielt man so eine MS/MS-Methode, bei der nur der

Massenubergang von m/z=423-+ m/z=408 u im negativen Modus gescannt wurde.
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Die Verbindung7 wird also negativ zu [M-H¥423 u ionisiert. Im ersten Quadrupol
werden jetzt nur die Molekile mit m/z=423 u durdageen. Nur diese gelangen in die
sich dahinter befindende Kollisionszelle (Quadru@) und werden hier weiter
fragmentiert. In den dritten Quadrupol (der deatén Massenfilter darstellt) werden
nun nur die Fragmente mit m/z=408 u durchgelassehgelangen zum Detektor des
Massenspektrometers (Multiplier). Dieser registri@iso wéhrend der gesamten
Messung nur die Molekulfragmente, die fur Verbinguhcharakteristisch sind. Alle
anderen ionisierten Fragmente werden innerhaldarespfades durch die Quadrupole
herausgefiltert. Die so entwickelte MS/MS-Methoden&glicht die beste Selektivitat
und Sensitivitat in dem zur Verfiigung stehenden GHIAD-Triplequadrupol-System.

Die entwickelte MS/MS-Methode kann nun mit unteredichen HPLC-Methoden
kombiniert werden. Beispielsweise kann man die HiRM&€thode verwenden, die schon
zur Auftrennung der Ansatze, die mit Lebermikrosanmgkubiert wurden, entwickelt
wurde (s. Kapitel 5.2). Diese hat den Vorteil, daksgch den hohen wassrigen
Startanteil viele gut wasserl6sliche Verbindungere sie in biologischen Matrices
vorkommen, relativ schnell abgetrennt werden.

Es wurde aber noch eine zweite, schnellere Methed®vickelt, die mit einer
isokratischen Elution arbeitet, wobei die Verbinguhschon nach 3,9 min eluiert und
die gesamte Messung eine Dauer von 7 min umfagsafstel 5.3.4).

Um die Nachweisgrenze (LOD: limit of detection) utié Bestimmungsgrenze (LOQ:
limit of quantitation) von Verbindung@ zu ermitteln, wurden aus drei Einwaagen drei
unterschiedliche Verdinnungsreihen erstellt undclarefiend vermessen (s. Kapitel
5.3.4). Die Flachen der Peaks der 3 verschiederegdivinungsreihen wurden gegen
die Konzentration (von 0,5 — 1000 ng/ml) aufgetrags ergibt sich eine
Geradengleichung von f(x)=335x+3,91*1@it einem linearen Korrelationskoeffizient
von P=0,9990. Das LOD fiir Verbindungliegt bei 0,5 ng/ml (~1 nM) und das LOQ
bei 2 ng/ml (<2 nM).

Somit stehen hochempfindliche HPLC-DAD-MS/MS-Metkadzur Verfligung um
Verbindung 7 auch in geringen Konzentrationen (nM Bereich) inmiplexen

biologischen Matrices nachweisen zu kénnen.
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3.4  Nucleotidderivate
3.4.1 Untersuchungen zum Aktivitatsverlust

Die in Tabelle 3.4.1 dargestellten Nucleotiddemvasind, ausgehend von den
natirlichen Liganden ATP bzw. UTP, von Dr. ChrisgaDanhauser synthetisiert
worden®*® Es handelt sich ung-Amid-Derivate des ATP und UTP, die als R2¥%
Reptoragonisten entwickelt worden sind.

Aufgrund von schwankenden und nicht reproduzierbafestergebnissen wurde
vermutet, dass die zur Testung verwendeten Staramd@s der Verbindungen
chemischen Verédnderungen unterliegen. Um dies azifizieren wurden die bei
unterschiedlichen Temperaturen und in unterscluledii Matrices eingelagerten
Stammldsungen der Verbindungen mittels HPLC-DAD-MBtersucht (s. Kapitel
5.7.1). Tabelle 3.4.1 gibt einen Uberblick uber di&€rgebnisse der
Reinheitsuntersuchungen der ATP-und UTP-Derivate.
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Tabelle 3.4.1 Zusammensetzung der untersuchten StammlésungeXiféke und UTP-

[72)

Derivate.
9 9 9 B= Nucleobase:
R, .P._P__P O
\N/ SNSAclENACT N /N =
NoH oH oHT o & r\/l/ N
\g 28 74 \N Pile \W
— N=/ O
HO OH | A=Adenin-9-yl U = Uracil-1-yl
Konzentration [mM], | Hydrolyse-
Reinheit
Verb. | B R= agq. DMSO [%] und %] Produkt(ej
0
Lagerung [°C] [%]
10 |A Oﬁz{ 5 | 50 | 20| 375 | ATP:605
. 5 50 +4 10.5 ATP: 85
11 1A W 10 | 100 | +4 10 ATP: 85
(0]
12 A /O\H/\N‘W)ko/ 5 50 +4 3,5 ATP: 95
O a
13a | A Oi@%/ 5 50 | +4 2,5 ATP: 69
Os5
13b |U| o 5 | 50 | -20 98 n.n?
Nicht hinreichend
14 | A ?gCH3 5 50 +4 | getrennt. Mischung au
14.ATP=11:15.
AMP: 35
o)
152 | A W 10 |109%1 .41 10 | ADP:42
H.O -
@ Adenosin: 12
15b | U 5 50 -20 92 UTP: 2
0 0 ADP: 40
16a | A| g~ | 0] 100 ° | ATP:48
T 10 100 -20 58 ATP: 34
ATP: 9
N o)
17 | A ©/j 10 1I-(I)OO/O +4 56 Diphosphor-
2 saure: 30
2 ADP: 43
18a | A )OJ\/\l)OJ\ 10 100 +4 n.n: ATP: 46
oI 0T 100% ,
18b | U : 10 -20 85 n.n:
H.O
19a | A 9] 5 50 +4 1 ATP: 96
s 100% ) UTP: 9
190 © 0 1o | * | ™ | Uridin: 66
0 0
20a [A| ~ A Ao~ | 10 | 100| -20| 54 ATP: 43
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20b | U 5 50 +4 35 UTP: 60
2la | A O“‘Lf 10 | 100 | -20 98 n.A.
21b | U X 5 50 | -20 95 n.A.
(0]
22 |U \/ONO/\ 10 100 | +4 4 UTP: 92
O a
O Uridin: 23
100% ) ,
23 | U 0 10 +4 n.n: Diphosphor-
— 4~<§‘ H20 saure: 55

n=1;Flachenvergleiche: Gesamtflache aller Peaks eirsdre2100%:;
Znicht nachweisbar

Die gefundenen Metabolite wie z. B. ATP, ADP odeteAosin wurden anhand ihres
+Q1-Massenspektrums, ihres UV/Vis-Spektrums und deetentionszeit der
Reinsubstanzen unter sonst gleichen Bedingungétafstel 5.7.1) identifiziert.

Es zeigt sich ein zum Teil erheblicher bis vollstiger Abbau der gelésten Wirkstoffe
in den eingelagerten Stammldsungen der ATP-Derivatetz des z. T. unbekannten
Alters der Stammlosungen (1-4 Monate) zeigt siehTdindenz, dass Konzentration und
Matrix kaum einen Einfluss auf die Stabilitat dear8mlésung haben (z.B. Verbindung
11). Nur eine tiefe Lagerungstemperatur der Stammmigsn scheint einer vorzeitigen

Zersetzung der Wirkstoffe entgegen zu wirken (¥&bindungeri5, 16 und21).

Auch bei den untersuchten Stammlésungen der UTRAerzeigt sich ein zum Tell
erheblicher bis vollstandiger Abbau der gelostenrkétoffe. Aquivalent zu den
Stammldsungen der ATP-Derivate zeigt sich auchdigeiTendenz, dass Konzentration
und Matrix kaum einen Einfluss auf die Stabilitér d6sungen haben. Einzig die tiefe
Lagerungstemperatur der Stammldsungen scheint eioereitigen Zersetzung der
Wirkstoffe entgegen zu wirken (z.B. Verbindu@ - 23). Im direkten Vergleich zeigt
sich, dass die Stammldsungen der UTP-Derivate estadsler sind als die der ATP-
Derivate (z.B. Verbindun@3, 15und18).

Allein der Abbau der Wirkstoffe in den Stammldsumgeerklart schon die
schwankenden und nicht reproduzierbaren Testergebm den P2X,; sReptorassays.
AulRerdem ist es sehr wahrscheinlich, dass auckrdgandenen Abbauprodukte (z.B.
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UTP oder ATP) sich auf die Ergebnisse der Testumgwvaken, da diese ebenfalls
Effekte auf den Rezeptor haben kdnnen.

Es ist also zwingend erforderlich, diese Wirkstaffeler Testung immer frisch zu I6sen
und nicht auf eingelagerte Stammldésungen (ohne evigd Untersuchung)

zurtckzugreifen. Die Feststoffe sollten bei -20g&lagert werden.
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3.4.2 Untersuchungen zur Stabilitat

Aufgrund der ersten Ergebnisse bzgl. der Instdibilder Nucleotidderivate wurden
ausgewahlte Verbindungen dieser Wirkstoffe genau&tbilitatstest unterzogen. Es
wurden die Verbindungeh3a und 13b ausgewahlt, da sie sich auf Grund der ersten
Ergebnisse als verhaltnismafig stabil gezeigt halmehin ausreichender Menge zur
Verfigung standen. Dazu wurden Ansatze (200 puMWeebindungeri3aund13bin
wassrigem 2 mM NEDAc-Puffer (pH = 7,2) hergestellt und diese beiuridl bei 37 °C
inkubiert (je n=3). Uber einen Zeitraum von drei &den wurden die Proben zu
bestimmten Zeitpunkten (insgesamt acht) mittels GHAD-MS vermessen (s.
Kapitel 5.7.2). Die Identifikation der Metaboliterf@lgte anhand der +Q1-
Massenspektren, der Retentionszeit der ReinsulesiafzzB. UTP, ATP oder Uridin)
und der einzelnen UV/Vis-Absorptionsmaxima. Die Qufa&zierung erfolgte anhand
von Peak-Flachenvergleichen der TWCs (Total WawgterChromatgram), bei der
gleichzeitig alle Wellenlangen zwischen 190-900 mmfgenommen wurden. Die
Proben wurden nach 0, 0.125, 1, 4, 7, 14, 19 und&jen vermessen, wobei der
Mittelwert aus den gemessenen Anfangskonzentrgtie, nach 0 Tagen) auf 100%

gesetzt wurde.

Abbildung 3.4.1 zeigt zwei reprasentative HPLC-DM3-Chromatogramme
(Overlay) eines Ansatzes der Verbinduk®p, der nach 7 Tagen (rote Kurve) und nach

zwei Wochen (blaue Kurve) Inkubation bei 37 °C vessen wurde.
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TWC of DAD Spectral Data: from Samp
Data List Pesk ListI
Time (min) Area (mAU x min} % Area Height (mAU) % Height Width {min}) Baseline Type
1 22645 97121ed 10,8688 1,3066ed 17,2173 04267 Base to Base
2 57418 1,2691e5 14,2022 92173407 12,1461 0,6267 Base to Base
3 9,0758 1,7047e5 19,0763 1,3799e4d 18,1841 0,3867 Valley
4 93188 2,9463e5 32,9725 15792ed 20,8103 0,6000 Valley
5 17,5394 2,0445e5 22,8793 24012ed 31,6422 0,4400 Base to Base

Abbildung 3.4.1: HPLC-DAD-MS-Chromatogramme (Overlay) eines Ansatzes
Verb. 13b, der 7 Tage (rote Kurve) bzw. 14 Tage (blaue Kuhe 37 °C inkubier
wurde.

A/B: +Q1/-Q1 Massenspektrum von Verbindut@p bei Rr=9,1 min. [M+H]'=710 u
bzw. [M-H]'=708 u.

C/D: +Q1/-Q1 Massenspektrum des Metaboliten Uridin®e&i5,74 min. [M+H]=245
u bzw. [M-H]=243 u.

E. Total Wavelength Chromatogramme (TWC, Overlay)es@nt-Absorptions-
Spektrum der eluierten Substanzen von 190-400 nen. Br=2,26 min eluier
UTP, bei R= 5,74 min eluiert Uridin, bei 9,1 und 9,3 min eluiert Verld.3b
als Doppelpeak und beitR17,5 min eluiert der 4-aminobenzyl-phosphonsaure-
diethylester.

Man erkennt schon nach 7 Tagen Inkubation bei 3%iten deutlichen Abbau der
Verbindungl13b (Abb. 3.4.1, rote Kurve). Nach zwei Wochen ist Madung13b fast
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zu 50% (bezogen auf die Gesamtpeakflache der Prabggbaut worden. Die
Abbauprodukte UTP (R2,26 min), Uridin (R=5,74 min) und der 4-Aminobenzyl-
phosphonsaurediethylester+fR7,5 min) lassen sich deutlich detektieren, wobgemn

UDP und UMP nicht nachweisbar sind. Verbindur8b hydrolysiert in Losung nach

folgendem Schema:

EtO, /\@\ T NH,
P P _ o
o oEt N1 oo o /\f Hydrolyse
HO O o ————— UTP+
O__N__NH +2H,0
hil EtO—P—OEt
Verb. 13b -/ o Il

3 2 (0]
HO OH

Abbildung 3.4.2 Hydrolytischer Abbau von Verbindurigb.

Mit fortscheitender Inkubationsdauer bildet sictclaummer mehr Uridin. Entweder
zersetzt sich das UTP im Laufe der Inkubation weateUridin oder die Hydrolyse von
Verbindung13b fuhrt selbst zur vermehrten Bildung von Uridin {oakr UTP. Sehr
deutlich ist der Anstieg des gebildeten 4-Aminolypizosphonsaurediethylesters
(Diethyl-4-aminobenzylphosponat) zu erkennen, wadhredie Konzentration von
Verbindung13b immer weiter abnimmt (s. Abb. 3.4.1;#9,1-9,3 min und R=17,5
min).

Abbildung 3.4.3 zeigt die zu unterschiedlichen gaitkten gemessenen Konzentration
von Verbindundl3b inkubiert bei RT und bei 37 °C, aufgetragen gedjerZeit.
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Abbildung 3.4.3 Hydrolyse von Verbindund3b (200 uM in 2mM NHOAc-Puffer)
bei RT @A) und bei 37 °CR) in Abhangikeit von der Zeit.

Wahrend bei RT nach drei Wochen noch ca. 90% vorbiNeung 13b nachweisbar
sind, sind nach Inkubation bei 37 °C nach drei Wochur noch ca. 16% der
Verbindung vorhanden (Halbwertszeit bei 37 °C;=12,5 d). Die Stabilitat von
Verbindungl3bist in Losung also stark von der Temperatur ablggng

Aquivalent verhalt sich das analoge ATP-DerivatcAwerbindungl3a hydrolysiert
nach folgendem Schema:

SON O o o
P! I
(@] OEt N/}ID\O/IID\O/I?\O FN NH2 NH2
H OH OH OH o Hydrolyse
7\ — = ATP+
N +2H,0
— N=/

Verb. 13a 3
HO OH o

Abbildung 3.4.4: Abbau von Verbindung3a

Auch hier lasst sich im Laufe der Zeit immer mehes dAbbauproduktes 4-
Aminobenzylphosphonsaurediethylester detektiere@hrend die Konzentration von
Verbindungl3aimmer weiter abnimmt. Abbildung 3.4.5 zeigt dieunterschiedlichen
Zeitpunkten gemessenen Konzentration von VerbindiBaginkubiert bei RT und bei

37 °C aufgetragen gegen die Zeit.
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Abbildung 3.4.5 Hydrolyse von Verbindung3a (200 uM in 2mM NHOAc-Puffer)
bei RT @) und bei 37 °CH) in Abhangikeit von der Zeit.

Wahrend bei RT nach drei Wochen noch ca. 76% vorbik@ung 13a nachweisbar
sind, sind nach Inkubation bei 37 °C nach drei Wochur noch ca. 11% der
Verbindung vorhanden (Halbwertszeit bei 37 °G=TI1 d). Auch die Stabilitdt von
Verbindungl3a st in Losung also stark von der Temperatur abigarigie Tendenz,
dass die UTP-Derivate etwas stabiler sind als dispeechenden ATP-Derivate (s.
Kapitel 3.4.1) wird bestéatigt.

Es ist also zwingend erforderlich, Losungen diéankstoffe fur die Testung immer
frisch herzustellen und nicht auf eingelagerte $téisungen (ohne vorherige
Untersuchung) zuriickzugreifen. Die Verwendung detersuchten ATP- und UTP-
Derivate als geloste Arzneistoffe ist auf Grunarinstabilitat nicht moglich.

Auf eine systematische Untersuchung bzgl. der Btthin simuliertem Magensaft und
Dunndarmmilieu wurde verzichtet. Schon erste Vdisansatze in kunstlichem
Magensaft zeigten nach sofortiger Messung starkeseZmingsreaktionen zu den
genannten Abbauprodukten. Diese Ergebnisse be=téatigie in der Literatur
beschriebene Instabilititt von Phosphoramiden (pHitWeund Temperatur-
Abhangigkeit)*****®Verbindungeri3aund13b sind also auch als Feststoffe zur oralen
Applikation nicht geeignet. Sie wirden die Magembdassage wahrscheinlich nicht
unmetabolisiert Uberstehen.

Mdglicherweise kénnte man die schnelle Abbaubarki@ser Substanzen in einem
Softdrug-Konzept nutzen, z.B. bei einer gewilnschtarzzeitigen Wirkungsdauer.

Allerdings musste man dann die zu erwartenden Afoalukte berticksichtigen. Das
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als Metabolit offensichtlich zu erwartende toxisdbethyl-4-aminobenzylphosponat
bei Verbindundl3aund13bist diesbezlglich wahrscheinlich eher unerwiinscht.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

4.1 Nucleotidmimetika

Die Ecto-5’-Nucleotidase- und NTPDase-Inhibitor&n2 und 4-6 wurden beziglich

ihrer Stabilitat gegentber kinstlichem Magensaftl wmulierten Dunndarmmilieu
untersucht. Sie sind auch nach einem verhéltnigniagen Inkubationszeitraum von
24 h bei 37 °C in kiunstlichem Magensaft stabil. kesminten keine Abbauprodukte
detektiert werden. Ahnlich hohe Stabilitat zeigtehie Inhibitoren gegeniiber
simuliertem Dunndarmmilieu. Hier konnten erst n&h h Inkubation bei 37 °C
Hydrolyseprodukte (<5%) der Verbindungé® detektiert und identifiziert werden (s.

Abbildung 4.1.1).
o) //\]?O
@)
HO N
N NH
WHJ\Q’ )
(@] I (0]

n=13 3 =
HO OH
Abbildung 4.1.1 Identifizierte Hydrolyseprodukte der Inhibitordr6 in simuliertem
Dunndarmmilieu.

Alle Ergebnisse zeigen, dass die Inhibitoder2 und 4-6 bei oraler Applikation die
gesamte Magen-Darm-Passage unbeschadet Uberstetisstema Es gibt keine
Hinweise darauf, dass sie z.B. mit eventuellen rieldgischen Mitteln gegen eine
vorzeitige Metabolisierung, bzw. Abbau in der Mad@srm-Passage geschitzt werden
missten. Die als saurelabil bekannte nucleosidigimelung bleibt unter diesen

Bedingungen intakt.

Die Inhibitorenl und 2 zeigten sich auch bei einer Inkubation mit Lebensskmen fur
24 h bei 37 °C als sehr stabil. Nur ein sehr kleiheil (<5%) der Inhibitoren wurde
metabolisiert. Nach der Inkubation mit Ratten- uvduselebermikrosomen konnten
jeweils zwei Metabolite der Inhibitorefh und 2 detektiert werden, und es wurden
Vorschlage zu ihrer Entstehung und Struktur geméchAbbildung 4.1.2).
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: N 1y,
n=10d.3 = 5: =r o OH
1 2 OH

Abbildung 4.1.2 Vorgeschlagene Struktur der detektierten Metabaler Inhibitoreri
und2.

N

H o \
N © N HO i?:
OEt nN NH od. H
I/OEt H ) / R1 & R2 = -
o?" 0 o) H

Die in vitro beobachteten Hauptmetabolite sind awuid ihrer Glucosidierung gut
wasserloslich und mussten in vivo gut und schnedbaschieden werden kdnnen.
AulRerdem zeigten die Inhibitordrund 2 einegrol3e thermische Stabilitat. Kurzzeitiges
Erhitzen auf 99 °C fuhrte zu keinerlei detektiedra¥eranderungen.

Die hochpotenten und selektiven untersuchten Itdrigm1, 2 und 4-6 missten sich auf
Grund ihrer hohen chemischen und biologischen B&bgut als neue Wirkstoffe zur
oralen Applikation einsetzten lassen, vorausgesgiwerden in ausreichender Menge

resorbiert.
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4.2 Anthrachinonderivate

Das untersuchte Anthrachinon-Derivagrwies sich bei der Inkubation mit Mauseleber-
mikrosomen fur 24 h bei 37 °C als recht stabil. INader Inkubation mit
Lebermikrosomen konnte ein Metabolit detektiert. (Z& der Gesamtflache) und
identifiziert werden, der auf eine Reduktion undhfalgende Glucuronidierung der
Verbindung? zuriickzufuhren ist (s. Abbildung 4.2.1).

OH
O NH, o HOW__~~_ LOH
N O U Abbildung 4.2.1:
O‘O Y% o%[ 0”"0 NH,0 Vorgeschlagene Struktur
o s OH “S\/OH des detektierten Metaboliten
L O‘O ‘o von Verbindung’ nach 24 h
OH Inkubation bei 37 °C mit
NH Méauselebermikrosomen.

7

Nach 48 h Inkubation bei 37 °C mit Mauselebermikmen wurde Verbindung (fast)
vollstandig metabolisiert. Der in vitro beobachtétauptmetabolit ist aufgrund seiner
doppelten Glucuronidierung gut wasserloslich undssigi in vivo gut und schnell
ausgeschieden werden kdonnen. Verbindamglsste sich also gut als neuer Wirkstoffe
zur oralen Applikation einsetzen lassen, wobeMligkdauer aufgrund einer effizienten
Reduktion und Glucuronidierung jedoch beschranikt dérfte.

AulRerdem zeigt Verbindundung eine grofRe thermische Stabilitdt. Kurzzeitiges

Erhitzen auf 99 °C fuhrte zu keinerlei detektiedra¥eranderungen.

Es wurde vermutet, dass die beobachtete Rechttvelbseg der aufgenommenen
Konzentrations-Inhibitions-Kurven der Verbindun® mit steigendem Alter der
verwendeten Stammldsung aufgrund von chemischeanderungen der Testsubstanz
wéahrend der Lagerung auftritt. In den verwendetéam®&ldsungen konnten mittels
HPLC-DAD-MS Untersuchungen verschiedene Oxidatioodpkte der Verbindung
nachgewiesen werden (s. Abbildung 4.2.2 und 3.3.8).
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NH
Q  NH i 2SOH PN SO5H
Ayt QO Qo
N
O HN O Q o] HN\©\
Verbindung 8 \©\ Oxidationsprodukt 8.2 NH  Oxidationsprodukt 8.1 NO
NH

2

Abbildung 4.2.2 Verbindung8 und dessen detektierte Oxidationsprodukte in den
untersuchten Stammldsungen.

Allerdings lag der Gehalt an VerbinduBgn der altesten Stammlésung immer noch bei
ca. 95% und die nachgewiesenen Oxidationsprodagenl in der Summe bei nicht
Uber 5%. Dies lasst den Schluss zu, dass evtl. andere Effekte (z.B. falsche pH-
Wert Einstellung im Testsystem) zu der beobachteRechtsverschiebung der
aufgenommenen Konzentrations-Inhibitions-Kurvernigefhaben kénnten.

Die detektierten Oxidationsprodukte in den alteBgammlosungen der Verbinduigg
konnten durch eine Oxidation mit,8, (3%ig) einer frisch bereiteten Stammlésung

simuliert werden.

Anhand von Verbindung7 wurden exemplarisch hochempfindliche HPLC-DAD-
MS/MS-Methoden zum quantitativen Nachweis der Msthing in In-vivo-Proben
entwickelt und validiert.

Somit stehen (theoretisch auch fur alle andererersmthten Substanzen dieser
Verbindungsklasse) Methoden zur Verfigung, mit desieh die Testsubstanzen und
deren zu erwartende Metabolite zukinftig auch iavito-Proben quantitativ im

einstelligen nM-Bereich nachweisen lassen sollten.
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4.3 Nucleotidderivate

Die in P2Y; 4 sRezeptorassays eingesetzten Stammlosungen deedtidderivatelO-
23 wurden nach langerer Lagerung analysiert eaceigte sich, dass z. T. erhebliche
Zersetzungsreaktionen stattgefunden hatten.

Cn) 9 9 B= Nucleobase:

R...P_P_ P,
N17071707170
HOH ™~ OH ~ OH N (\fo

N N._ NH
S A

HO OH N=/ od. O
R= verschiedene Alkyl-, Aryl-, Acylreste (s. Tabelet.1).

Abbildung 4.3.1 Untersuchte Nucleotidderivai€-23.

Als Hauptmetabolite konnten die entsprechenden eédicle und Nucleoside per
HPLC-DAD-MS nachgewiesen werden. Konzentration Si&ammlosungen und Matrix
(H.O, DMSO oder eine Mischung aus beiden) schienemekeiEinfluss auf die
Stabilitat der Verbindungen zu haben. Einzig eileéetLagerungstemperatur wirkte
einem vorzeitigen Abbau der Nucleotidderivate egége(-20 °C). Die UTP-Derivate

erwiesen sich als leicht stabiler als die ATP-Datiév

EtO,

(¢} o (0] o (0] (0]
S RGW NN @ W 0
0" okt N"1~071507 M0 I/:Ng\(NH o ‘ot “1>0" 10710 Y

HOS ZOH H(; EOH

Verbindung 13a Verbindung 13b
Abbildung 4.3.2 Die untersuchten VerbindungéB8aund13b.
Die Verbindungenl3a und 13b wurden umfangreichen Stabilitdtstest unterzogen,
indem sie Uber einen Zeitraum von drei Wochen @ebRw. bei 37 °C gelagert und zu
je acht unterschiedlichen Zeitpunkten per HPLC-DKIS- vermessen wurden. Die
Flachen der Peaks wurden gegen die Zeit aufgetr&grRT waren nach drei Wochen
nur noch ca. 76% von VerbinduriBa und von Verbindungl3b noch ca. 90%
nachweisbar. Wahrend der Inkubation bei 37 °C lagen beide Verbindungen einem
schnellen hydrolytischen Abbau zum Diethyl-4-ami@abylphosphonat und den
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entsprechenden Nucleotiden und Nucleosiden. Didbwiatzeit bei 37 °C lag fur
Verbindungl3abei T,,=12,5 d und bei VerbinduniBb bei T.,=11 d.

Aufgrund ihrer grofR3en Instabilitat in Losung lassesich die untersuchten
Nucleotidderivate wahrscheinlich nicht als Arzneffg zur oralen Applikation
einsetzen. Mdglichweise kann man sich ihre kurabitit in einem Softdrug-Konzept

zunutze machen, sofern eine entsprechend kurzeugdgdauer erwinscht ist.
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5 Experimenteller Teil

5.1  Allgemeiner Teil

Im Folgenden werden die verwendeten Materialiererikalien, entwickelten HPLC-
MS(/MS)-Methoden und Gerate mit den jeweiligen Bgsquellen aufgefihrt.

5.1.1 Chemikalien und untersuchte Wirkstoffe

Alle Chemikalien wie z. B. Losungsmittel, Bestanldteler Puffer und Losungen waren
von entsprechender hoher analytischer Qualitdt diad den Einsatz in der
Massenspektrometrie geeignet und wurden von danefRirMerck (Darmstadt) oder
Sigma Aldrich (Minchen) bezogen. Die verwendetenfimdttel fir die HPLC-MS
Untersuchungen (Methanol und Acetonitril) wurdennvRiedel-de-Haen bezogen,
waren speziell fur den Einsatz in der Massenspeidtoe geeignet und hatten einen
Reinheitsgrad von > 99,995%.

Die zur Untersuchung zur Verfigung gestellten Mfaibingenl-23 wurden von Dr.
Andreas Brunschweiger, Dr. Younis Baqgi und Dr. 6fieine Danhauser im Arbeitskreis
von Prof. Christa Miller, Pharmazeutische Chenire Bonn synthetisiert. Zuséatzliche
Daten (NMR, HPLC-MS-Spektren, Elementaranalysenstireggsergebnisse und —
bedingungen) zu den einzelnen Verbindungen singleisdier nicht weiter aufgefuhrt,

in den jeweiligen Originalarbeiten einzuseh&h>**8

Alle zu untersuchenden Verbindungen wurden, werhtranders erwahnt, bei -20°C
bzw. +4°C gelagert und vor jeder Untersuchung wuifdische 2 mM Stammldsungen
in 2 mM NH;OAc-Puffer erstellt und sofort 1:10 verdinnt (20M)u Zeigten die

Verbindungen diesbezlglich schlechte Losungseidpafi®n, wurden sie in Methanol
bzw. Acetonitril verdinnt. Anschlie3end wurden bl RT unter folgenden HPLC-

DAD-MS-Bedingungen untersucht:
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HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen&kuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20+£2°C

Injektionvolumen: 10 pl

Flussrate: 250 pl/min

Gradientenelution: 0 bis 15 min®(mit 2 mM NH,OAc)/MeOH 75/25 (v/v),
danach bis 35 min nur MeOH.

Detektoren: DAD UV-VIS Multiwellenlangen-Detektioron 190-900 nm
API12000" (Applied Biosystems) mit ESI-lonisierungsquelle

Dabei mussten alle Verbindungen neben der Ubemgim&nden Masse im positiven
und negativen Modus (xQ1) eine Reinheit von > 9&fwaisen. Die Detektion erfolgte
durch Messung der UV-VIS-Absorption im Bereich voi©90-400 nm und
anschlieenden Flachenvergleichen (Gesamtflaché4)100

Abbildung 5.1.1 zeigt exemplarisch ein HPLC-DAD-Nspektrum von Verbindung
(200 puM) in 2 mM NHOAc-Puffer.

[ W T1C. from Sample 2 (AMB251 4) of AME-1 wiff (T urbe Spray) Msx. 2,628 cos

Abbildung 5.1.1:

A: Total lon
Chromatogram (TIC)
von Verbindund?
(Reinstoff, M=568,4
g/mol).

— ——— B: +Q1 Massenspektrum:

bei Rr=9,2 min eluiert

Verbindung2 mit

[M+H] "=569 u.

C: -Q1 Massenspektrum:
bei Rr=9,2 min eluiert

| ; Verbindung2 mit [M-

300 350 400 450 500 550 6000 €50 <700 750 800 200 280 400 450 500 S50 £00 620 700 7I0 800
=

H]'= 567 u.

B T\ of DAD Spectrel Data: from Sample 2 (AMB251.4] of AMB-1 wiff Max. 8,124 mAU.

D D: Total Wavelength
i Chromatogram (TWC):
2 aow Gesamt-Absorptions-
i Spektrum der Losung
E von Verb.2 (190-900

N\ sz nm). Es sind keine
I P R 7 e i I Verunreinigungen

detektierbar.

2,0e6 86,2

DataList Pesk Lt |

| Time(min) |  Area(mAU x min) %Area | Height (mAU) %Height | width(min) |  BaselineType |
[ |9.2491 [1,1195¢e6 [100,0000 [6,6871ed [100,0000  [0.8933 |Base to Base
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5.1.2 Losungen und Puffer

NH4OAc-Puffer:

Demineralisiertes Wasser wurde aus der Wasseraitilnegsanlage Purelab Plus
UV (Typ PL 512202, USF, Ransbach-Baumbach, D-562@bB)endet. Nur dieses
aufbereitete Wasser wurde nach Zugabe von 2 mMOMd (1,380 g pro 1000 ml)

zur Herstellung der Verdinnungen, Lésungen undLalgmittel fur die HPLC-
DAD-MS-Messungen verwendet (Losungsmittel A). Aulib verwendeten HPLC-

Laufmittel Methanol und Acetonitril (L6sungsmittB) wurden immer mit 2 mM

NH4,OACc versetzt. Der verwendete NBIAc-Puffer hatte einen pH-Wert von 7,2.

Dulbecco’s Phosphatpuffer (DPBS):

132,5 mg CaGF2 H,0,

100 mg MgC#*6 H-0,

200 mg KCl,

200 mg KHPQOy,

8 g NaCl

1500 mg NaHPO,

in 1000 ml demineralisiertem,®@ — pH =7.2.

Lagerung: +4° C, max. 1 Monat verwendbar.

NADPH-regenerierendes System gemaR de Graaf'&t al.

NADP: 0.57 mM,

NADH: 0.57 mM,

Isocitrat : 6.4 mM

Isocitrat Dehydrogenase: 0.57 mM
MgCl,* 6 H,O: 23.4 mM

— pH=7,2

Lagerung: Immer frisch herzustellen, Ansatzmengeajeh Bedarf. Lagerung der

Enzyme bei -80° C.
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5.1.3 Mauselebermikrosomenpraparation

Die Gewinnung der l6slichen Lebermikrosome erfogtéer leichten Abwandlungen,
wie in der Literatur beschriebéff Die Mauselebern wurden im Rahmen der
Gewinnung von Mausehirnen aus dem Arbeitskreis Roof. von Kigelgen erhalten
und direkt nach der Schlachtung entweder untertBisikg innerhalb von 30 Minuten
frisch verarbeitet oder sofort bei -80° C tiefgeém. Alle Arbeitsschritte wurden unter
Kihlung auf Eis bzw. in gekihlten Zentrifugen (ionstant temperierten Raumen)
durchgefuhrt. Abbildung 5.1.2 gibt einen schemé&gscUberblick tiber den Ablauf.

Je ca. 6 frische bzw. tiefgefrorene (-80 °C) Méagisefn (Gesamtgewicht: 10,0 g, Sorte
CD1) wurden mit 15 ml frisch hergestelltem Dulbéscd?hosphatpuffer (DPBS)

versetzt und unter Eiskihlung mit einem Ultraturraxd. 10 min unter Schitteln

homogenisiert. Es folgte zunachst eine Grobzemjaifion zur Abtrennung von nicht

aufgeschlossenen Zellen, Zellkernen und Mitoch@mdibiei 4° C und 9000 g fur 20 min

(s. Abb. 5.1.2).

Fettschicht
@ —= @ Abbildung 5.1.2:

Mee————1 -

Leperhomo- Gewinnung  de
enal ; : - )
DPBS. Puffer 4 min 60 min — Uberstand 2 I6slichen  Leber-
9000 g 100000 g mikrosome durcl
—Uberstand 1 mehrfache (Ultrg-
-unaufgeschlossen ’g;kﬁgsc;r:egl?ee;lle Zentrifugation.
L J Zellriickstane ykogenp

Der Uberstand, ohne den Fettfilm wurde in Ultrag&rdenrohrchen tberfuhrt und 60
min lang bei 4° C und 100000 g weiter ultrazengiéut. Die dadurch erhaltenen
Fraktionen gliederten sich in vier, optisch delitimterscheidbare einzelne Abschnitte,

wie in Abbildung 5.1.2 im dritten Vial schematisgargestellt ist.

Der flissige Uberstand wurde von dem rotbraunenrddiimenpellet und von dem
darunter liegenden gelatineahnlichen Glykogenpalbgfetrennt. Da der Uberstand sich

optisch nochmals in 2 unterschiedlichen Fraktiogkederte, wurde dieser nochmals in
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Uberstand 1 und Uberstand 2 aufgetrennt. Alle &tinaen (ohne das Glykogenpellet)
wurden zu je 0,5 ml aliquotiert und bei -80 °Cgiefiroren oder direkt frisch verwendet.

Tabelle 5.1.1 gibt einen Uberblick Gber die Ergsbaider Proteingehaltsbestimmungen
der einzelnen Fraktionen gemaR dem Bradford-Pést.

Fraktion Proteingehaltt [mg/ml] Tabelle 5.1.1:
Uberstand 2 10+ 2 Proteingehaltder
Uberstand 1 18 + 2 gewonnenen

Resuspendiertés n.d. Lebermikrosomen-
Mikrosomenpellet| (auBerhalb des linearen Bereichgs frakmente.

"nach Bredfor®”; durchgefiihrt von Tim Deinet, AK Prof. Giindisch
Zim L6ésungsmittel des Testsystems

5.1.4 Rattenlebermikrosomenpréparation

Die Gewinnung der Rattenlebermikrosome (von Sprdgaeley-Ratten) erfolgte
analog der aus Mauselebern gewonnenen Mikrosomedfa(stel 5.1.3). Alle Lebern
wurden direkt nach der Schlachtung im Arbeitskx@ia Prof. von Kiigelgen und Prof.
Hoch unter Eiskihlung innerhalb von 30 Minutendhnisrerarbeitet. Der Proteingehalt
wurde nicht gesondert bestimmt. Fir 10,0 g Leb&raage bendtigt man ca. 2-3 frische
einzelne Exemplare. Die eingesetzten Rattenlebeosoknfraktionen zeigten bei
gleicher Konzentration gleiche bis leicht hohereiitaten bzgl. der Metabolisierung

von Diazepam bzw. den anderen untersuchten Verbgehi-23.
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5.1.5 Simulierter Magensaft

Der kiinstlich simulierte Magensaft entspricht demdéx Allimentariu$®® und dem
United States Pharmacoptizund ist ein geeignetes Testsystem, um die Stbdines
potentiellen Arzneistoffes bei oraler Applikati8h oder auch z.B. eines
Lebensmittelallergeri$' wahrend der Magenpassage zu simulieren.

Der simulierte kiinstliche Magensaft wurde gemafLiteratur*® wie folgt hergestellt:
3,2 g Pepsin (vom Schwein, 35000 i.E. Aktivitaggr8a-Aldrich, Deutschland)

2,0 g NaCl,

80 ml HCI (1 mol/l),

wurden mit demineralisiertem Wasser auf 1000 myetifllt (— pH=1,2) und frisch

verwendet oder bei +4 °C gelagert. Maximale Veniamkleit: 1 Woche.

5.1.6 Simuliertes Dinndarmmilieu

Der Dunndarm ist das wichtigste Resorptionsorgarokaer Applikation. Die flr eine
schnelle und mdglichst vollstandige Resorption relddiche OberflachenvergréRerung
wird durch Schleimhautfalten, -zotten und —krypsemvie Mikrovilli erzeugt. Der pH-
Wert des Dinndarms reicht von schwach sauer (imdBuowom) bis hin zu mittel
alkalisch in tieferen Dunndarmabschnitten. Charradtisch flr diese Magen-Darm-
Passage ist neben den in vivo zugesetzten Verdasaftgn und Enzymen der
vorherrschende pH-WettDa durch den simulierten kiinstlichen Magensaft sierre
pH-Bereich (pH=1) und durch den NBIAc-Puffer der neutrale bis physiologische pH-
Bereich von pH=7,0-7,4 abgedeckt sind, wurde dasnBarmmilieu mit Hilfe von
0,001 N NaOH MaRlésung pH=11 simuli&f.
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52 Gerate

Alle Untersuchungen wurden mit einem Agilent 1T0MHPLC-System (ligh
Performance _iquid Chromatographie, Hochdruckflissigkeitschromatographi
gekoppelt mit einem APl 2000Massenspektrometer durchgefiihrt.

HPLC: Agilent 1100" LC-System (Boblingen, Deutschland)

Entgaser: Agilent Degasser G1379A, Seriennumnir3201460

Pumpen: 2 bindare Pumpen, Seriennummer: DE14909715

Autosampler: 100 Wellplate, Seriennummer: DE128®&] $yringe Size:100 pl
Saulenofen: Temperatur 20+2° C

Detektoren:

DAD: Dioden_Array Detector von Agilent, Seriennummer: DE14914068

UV-VIS Multiwellenlangen-Detektion von 190-90én

Massenspektrometer API 2000" Triplequadrupol LC-MS/MS, Serien-Nr.: B4360111
Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)
lonisierungsquellen:  Turbo Electro Spray lonisafESI). Siehe Abbildung 5.2.1
Temperatur: 400° C
oder Atmospheric Pressure Chemical lonisg#d?Cl). Siehe
Abbildung 5.2.2

Die Abbildungen 5.2.1 und 5.2.2 zeigen schematisdie unterschiedlichen
Funktionsweisen der eingesetzten lonisierungsqueiltel Abbildung 5.2.3 die des API

2000" Triplequadrupol-Massenspektrometers.

Zentrifugen: Allegra™ 21R, Rotoren F2402 und S4180, Beckman
Avanti™ J-20 XP, Rotor JS 4.3 und JA-20, Beckman
Zentrifugenréhrchen Ultra-Clear® Tubes, %2 x 2(I8 x 51 mm),
Rec. No. 344057, Beckman (fur die Ultrazentrélg
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ATMOSPHERIC PRESSURE VACUUM

Curtain Gas

1. Formation of 3. Coulomh-
charged droplets explosion

High Voltage
€ T O
Nehulizer Gas 2. Evaporation

Curtain Gas
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Abbildung 5.2.1: Turbo Electro Spray lonisation (ESI).
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Abbildung 5.2.2 Atmospheric Pressure Chemical lonisation (APCI).

DP
CEP CXP

| s |
- ¢ I
=]

o
LINAC —StoRRzelle
(CE)

Interface Quadrupole Detektor

DP = Declustering potential (orifice plate) Quad 1 = First mass filter

EP = Entrance Potential CEP = Cell Entrance potential
LINAC = Caollision cell (CE), Quad 2
CXP = Cell Exit Potential
Quad 3 = Second mass filter

Abbildung 5.2.3 Schematischer Aufbau des Triplequadrupols minesei unter-
schiedlichen Einstellungsmdglichkeiten.
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5.3 Methoden

5.3.1 HPLC-Methoden

Falls bei den einzelnen Versuchsreihen nicht andagegeben, wurde die folgende
entwickelte HPLC-DAD-MS-Methode verwendet.

HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen®kuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20+£2°C
Injektionvolumen: 10 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OAC)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NJfDACc)
Equilibrierung: 15 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 15 Minut&tart mit Solvent A/B

90/10 bis 15 min zu 0/100 (V/V),
danach isokratische Elution mit 100% Solventi®3® Minuten.
Detektoren:
DAD: Dioden_Aray Detector von Agilent, UV-VIS Multiwellenlangen-
Detektion von 190-900 nm
Massenspektrometer: API 2000 riplequadrupol LC-MS/MS (Applied Biosystems)
mit ESI lonisierungsquelle.
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Abbildung 5.3.1: Schematische Darstellung einer entwickelten urewendetel

HPLC-Methode zur schnellen Elution der verbliebebebermikrosome.

Solvent A (blau): HO mit 2 mM NH,Oac

Solvent B (rot): Methanol mit 2 mM NADAc
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5.3.2 MS(/MS)-Methoden

Viele der hier angesprochenen und untersuchten emwickelten potentiellen

Arzneistoffe wurden in z.T. komplexen Matrices (zlBbermikrosome) inkubiert und
anschlieBend weiter mittels HPLC-DAD-MS untersudbgi einfachen Matrices wie
dem simuliertem Dunndarmmilieu und Magensatft reaicine Anschluss an die diversen
HPLC-Auftrennung der Ansatze einfache +Q1-Massekispe im Zusammenhang mit
den dazugehorigen UV-Vis-Spektren des DAD (Multieelangendetektion von 190-
900 nm) aus, um eine sensitive und selektive quiaé Identifikation der eingesetzten
Verbindungen und ihrer eventuell entstandenen Myitatzu machen.

Mit dem verwendeten Massenspektrometer API 200@@iplequadrupol-System sind

grundsétzlich verschiedene Detektions- und Scanoligliten vorhanden.

* *QIl-Massenspektren

Zur Ermittlung des in vielen Féllen benutzten +Qaddenspektrums der eluierten
Substanzen wird nur der erste Quadrupol des Tuplépol-Systems verwendet (s
Abbildung 5.2.3). Die von der HPLC-Auftrennung kommden, im Laufmittel gelosten
Substanzen gelangen zunachst in die lonisierungsieamhauptsachlich ESI, s.
Abbildung 5.2.1) und werden hier bei ca. 400° Cdaenpft und unter einer angelegten
Hochspannung ionisiert und fragmentieren teilweld@ach gelangen sie in den ersten
Quadrupol. Das Prinzip der Quadrupol-Fokussieruesidht in einer Massentrennung
(nach Masse und Ladung; m/z) durch Schwingungetoden in einem hochfrequenten
elektrischen Quadrupol-Feld. Der lonenstrahl wird Vakuum in L&ngsrichtung
zwischen vier parallelen Metallstdben geflhrt. Aam djegeniberliegenden Staben liegt
eine Gleichspannung an, deren Phasen um 180° wdeschsind und denen weiterhin
ein Hochfrequenzfeld Uberlagert ist. Bei einer wgygpenen Spannung, die verandert
werden kann, gelangen so nur Teilchen eines besémierhaltnisses von Masse und
Ladung (m/z) in diesem Moment auf der Bahn durah Quadrupole zum Detektor.
Alle anderen lonen werden an den Quadrupolstabdadem und somit abgetrennt.
Durch Veranderung der Spannung kann die nachsttdiasse den Detektor erreichen
USW.158'159

Als Detektor dient ein Elektronenmultiplier, derediaufgeschlagenen Teilchen

registriert, das Signal verstarkt und an die Ausesaftware weiterleitet.
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Somit ist es mdglich, sich die summierten Intensitéaller lonen mit ihrem detektierten
m/z-Verhdltnis in Abhangigkeit von der Zeit daralen zu lassen. Dies wird als TIC
(Total lon Chromatogram) bezeichnet. Hieraus l&ssh nun zu jedem beliebigen
Zeitpunkt im Chromatogram ein Massenspektrum aereigiobei die Intensitat (in cps;
counts per second) gegen das m/z-Verhéltnis dexugen dem ausgewahlten Zeitraum
detektierten lonen angezeigt wird. Da dies sowohpositiven wie auch im negativen
Modus geschieht, erhalt man so +Q1- und —Q1-Mapsé&iren.

Somit ist es also mittels Kopplung an eine vorreetitPLC-Auftrennung moglich, zu
jedem einzelnen eluierten Peak ein positives unghthees Massenspektrum, nebst
seinem UV-Vis-Absorptionsspektrum zu erhalten.

Zusatzlich besteht noch die Mdéglichkeit, sich ag@sngssenen Massenspektren alle
lonen eines bestimmten m/z-Verhaltnisses extrahietelassen und als Funktion der
Zeit darzustellen. Dies wird dann als XIC_{Eacted_bn Chromatogram) bezeichnet.
Diese Moglichkeit der Darstellung ist besondersdsgi Metabolitensuche sehr nitzlich,
wenn man weil3, welches Abbauprodukt mit welcherddaai erwarten ist. Dann kann
man sich darstellen lassen, zu welchem Zeitpunki'i@ nur die lonen mit diesem
definierten m/z-Verhaltnis eluieren, alle anderenein werden substrahiert. Daraus ist
dann sehr gut ersichtlich, ob und wann der zu demden Metabolit mit seinem

charakteristischen m/z-Verhaltnis eluiert.

Die zusatzliche Moglichkeit der Fragmentinterprietatder Massenspektren mittels der
Software Analyst Version 1.3.1 erméglicht eine hochsensitive und leksize
Identifikation der eluierten Substanzen zu jedemze&inen Moment der Messung. Dazu
kreiert das Programm aus einer vorgeschlagenenkilisteuktur heraus alle theoretisch
maoglichen Fragmente (ohne Aufspaltung zyklischeul®turen) mit ihren einzelnen
Massen (neutral, sowie positiv und negativ iontsieAnschlielRend vergleicht die
Software diese mit den gemessenen Fragmenten é@me#)1-Massenspektrum und
erstellt eine Liste mit den gefundenen Ubereinstimgen und deren Abweichung von
der theoretisch berechneten Masse. Diese Mdoglithlexi MS-Fragmentinterpretation
in Kombination mit einer HPLC-DAD Kopplung ist eirsehr kraftvolles,

aussagekraftiges und unerlassliches Instrument dssi Strukturaufklarung von
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detektierten Metaboliten, was sonst vielleicht moittels einer zusatzlichen HPLC-
NMR-Kopplung erreicht werden kénnte.

Die zusatzliche Maoglichkeit der Flachenvergleicheberi die HPLC-DAD-
Chromatogramme, lassen eine gute quantitative Atbgehg bzgl. der Metabolisierung
der inkubierten Substanzen zu (s. Kapitel 5.3.3).

Die Verbindung 7 sollte auf Grund der guten Testergebnisse als P2Y-
Rezeptorantagonist und rEcto-5’-Nucleotidase-Irtbibin-vivo an Mausen getestet
werden. Um anschlieend die Verbindung (oder andere hier untersuchte
Verbindungen) in den in-vivo-Proben (z.B. Blut,aa, Urin oder in verschiedenen
Geweben) nachweisen zu kénnen, wurde beispieltiaié eine empfindliche HPLC-
DAD-MS/MS Methode entwickelt.

*  MS/MS-Methoden

Bei MS/MS-Unterschungen (oder auch MRM: MultipleaR&gon Monitoring) werden
alle 3 Quadrupole des Massenspektrometers verwebdetu bendtigt man die zu
untersuchende Substanz als Reinstoff in ausreignévidnge. Zunachst muss man sich
das Fragmentierungsmuster der Verbindung untemideen Bedingungen an den
einzelnen Quadrupolen des Triplequad-Massenspekeosnanschauen. Hierzu wird
eine in 2 mM NHOACc-Puffer 1:100 verdinnte Losung der Verbindunggdektronisch
gesteuerter Spritze kontinuierlich mit 10 pl/minedtt in die ESI-lonisierungsquelle des
Massenspektrometers injiziert. Nun kann man durakrdWderung der einzelnen
Potentiale an den Quadrupolen (s. Abbildung 5.8&8) Fragmentierungsschema der
Verbindung so verandern, das man ein Fragment @dsivdung mit moglichst hoher
Intensitat erhalt. Zusatzlich lassen sich noch d&asfluss und die
lonisierungsbedingungen der Quelle (z.B. Temperaider angelegte Spannung)
verandern um eine optimale lonisierung und Fragieemg zu ermdglichen.

Im Fall von Verbindung7 erhielt man so eine MS/MS-Methode, bei der nur der
Massenubergang von m/z=423- m/z=408 u im negativen Modus gescannt wurde.

Die Verbindung7 wird also negativ zu [M-H¥423 u ionisiert. Im ersten Quadrupol
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werden jetzt nur die Molekile mit m/z=423 u durdageen. Nur diese gelangen in die
sich dahinter befindende Kollisionszelle (Quadru@)l und werden hier weiter
fragmentiert. In den dritten Quadrupol (der deatén Massenfilter darstellt) werden
nun nur die Fragmente mit m/z=408 u durchgelassehgelangen zum Detektor des
Massenspektrometers (Multiplier). Dieser registri@iso wéhrend der gesamten
Messung nur die Molekulfragmente, die fur Verbinguhcharakteristisch sind. Alle
anderen ionisierten Fragmente werden innerhaldaresnpfades durch die Quadrupole
herausgefiltert. Die so entwickelte MS/MS-Methoden&glicht die beste Selektivitat
und Sensitivitdt in dem zur Verfigung stehenden EGHAD-Triplequadrupol-
System™®°

Die entwickelte MS/MS-Methode kann nun mit unteredhichen HPLC-Methoden
kombinert werden. Z.B kann man die HPLC-Methodewesrden, die schon zur
Auftrennung der Ansatze, die mit Lebermikrosomekubnert wurden, entwickelt
wurde (s. Kapitel 5.3.1). Diese hat den Vorteilssladurch den hohen wassrigen
Startanteil viele gut wasserl6sliche Verbindungere sie in biologischen Matrices
vorkommen, relativ schnell abgetrennt werden.

Es wurde aber noch eine zweite, schnellere Methed®vickelt, die mit einer
isokratischen Elution arbeitet §8/MeOH:20/80), wobei die Substaizchon nach 3,8
min eluiert und die gesamte Messung eine Daueramn hat. Dies hat den Vorteil
der Zeitersparnis, gerade bei vielen zu messendapeR. Deshalb wurde auch diese
HPLC-Methode bei der Validierung benutzt (s. Kaid.4).

Somit stehen hochempfindliche HPLC-DAD-MS/MS-Metkadzur Verfigung um
Verbindung 7 auch in geringen Konzentrationen (einstelliger riB&reich) in

komplexen biologischen Matrices quantitativ nachserizu kénnen.
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5.3.3 Bestimmungsgrenze, Nachweisgrenze (LOD, LOQ)

Bei der Nachweisgrenze (LOD: limit of detection)ntalt es sich um die niedrigste
Substanzkonzentration, die bei mind. n=3 Ansatzen einem HPLC-DAD-

Chromatogram mit einem Signal/Rausch-Verhaltnis Brdetektierbar und damit
nachweisbar ist. Bei der Bestimmungsgrenze (LORitlof quantitation) handelt es
sich um die kleinste Substanzkonzentration, die dseeém Signal/Rausch-Verhaltnis

von 6 detektierbar und damit quantifizierbar'/8t:*

Bei den meisten gemachten HPLC-DAD-MS-Untersuchonder unterschiedlichen
Ansatze ging es primar um die qualitative Auswegtder DAD-Spektren. Sie dienten
neben dem TIC des Massenspektrometers zum bespeakativen Vergleich mehrerer
gleich konzentrierter und vermessener Ansatze ndtahne Testsystem bzw. vor und
nach Inkubation. Der Schwerpunkt lag, wenn eine ekd@rbare qualitative
Veranderung vorlag (im DAD und/oder TIC), mehr ierdStrukturaufklarung des
entstandenen Metaboliten. Dies wurde vor allem Hife der HPLC-MS-Kopplung
und der sich daraus ergebenen Mdglichkeiten etrdehKapitel 5.3.2). Zusatzlich
dienten auch immer die UV-Vis-Absorptionspektrem deu entstandenen Metabolite
(von 190-900 nm) und auch seine veranderte Reteset bzgl. der Mutterverbindung

unter den gegebenen HPLC-Bedingungen (s. KapBelbzur Strukturaufklarung.

Beispielhaft wurde das LOD und LOQ fur die Verbindanl und7 bestimmt.

Diese wurden exemplarisch von Verbindunfijir die hauptséachlich verwendete HPLC-
DAD-Methode und fir Verbindung fir die entwickelte HPLC-MS/MS-Methode
ermittelt. Damit werden zusatzlich die z. T. gentanh DAD-Flachenvergleiche
analytisch abgesichert und die entwickelte HPLC-DMB-MS-Methode fir
Verbindung? validiert (s. Kapitel 5.3.4).

AuBBerdem geben diese Bestimmungen einen guten kindarauf, in welcher
Konzentration die detektierbaren Metabolite entd¢gnsein missen. Alle detektierten
und diskutierten Metabolite der untersuchten Vetbigen wiesen zumindest ein

Absorptionsmaximum im Bereich von 190-900 nm aufie DNachweis- und
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Bestimmungsgrenze von Verbindudgwurden fur die DAD-Detektion experimentell
aus den vermessenen Standard-Verdinnungen ermittelt
Dazu wurden aus drei Einwaagen drei unterschieglliédrdiinnungsreihen erstellt und

anschlieRend mittels der entwickelten HPLC-DAD-Metl vermessen.

HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen®kuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20+£2°C
Injektionvolumen: 10 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OACc)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NJfDACc)
Equilibrierung: 15 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 15 Minut&tart mit Solvent A/B

90/10 bis 15 min zu 0/100 (V/V),
danach isokratische Elution mit 100% Solventi®3® Minuten.
Detektion:
DAD: Dioden_Aray Detector von Agilent, UV-VIS Multiwellenlangen-
Detektion von 190-900 nm

Es wurden je 13 unterschiedliche Konzentrationewon (\0,01-500 pg/ml) der
Verbindungl hintereinander vermessen (n=3) und deren detekti@AD-Peakflachen
(s. Abbildung 5.3.2) gegen die Konzentration (in/mly aufgetragen (s. Abbildung
5.3.3).
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Abbildung 5.3.2 Ausschnitt der vermessenen und integrierten Staderdiinnungen
von Verbindundl (0,01-500 pg/ml).

Die Kalibrationskurven wurden unter Verwendung dengewichteten linearen

Regression berechnet und die Linearitat iiber 8&Wert ausgedriickt.
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Abbildung 5.3.2:
Kalibriergerade
von Verbindungl
(0,01-500 pg/ml).

Hache [mAU*mMIN|

Es ergibt sich eine Geradengleichung von f(x)=3%#238 mit einem
Korrelationskoeffizient von?r0,9924.

Das LOD fur Verbindund. liegt bei 0,5 pg/ml (~1 uM) und das LOQ bei 1 plg{r2
HM).

Die untersuchten Substanzen wurden meist im dhgste | M-Bereich (100-200 puM)

eingesetzt, was bei einer durchschnittichen Mobeason ca. 500 g/mol einer
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Konzentration von ca. 100 pg/ml entspricht. Diesgesetzten Konzentrationen liegen
also um ein Vielfaches héher als das LOD oder L@® derwendeten HPLC-DAD-
Systems fur im UV-Vis-Bereich absorbierende Submgan aber immer noch im
lineraren Detektionsbereich.

Fur die im DAD detektierbaren Metabolite bedeutest,dlass sie in einer Konzentration
von mind. 0,5 pg/ml entstanden sein missen. All¢erurdieser Konzentration
entstandenen Abbauprodukte oder solche, die keiA®/ig-Absorption zeigen, kdnnen
somit mittels des HPLC-DAD-Spektrums nicht detektveerden.

Vergleicht man das LOD des DAD fur Verbindubgnit dem dazugehdorigen TIC, sieht
man eine leicht hohere Empfindlichkeit des TICsTIG l&sst sich Verbindungy schon
ab 0,1 pg/ml nachweisen. Dies ist aber sehr steHaragig von dem individuellen
lonisierungs- und Fragmentierungsverhalten der ijeye@ Verbindung unter den
verwendeten Bedingungen und lasst sich nicht \ggadeinern. Deshalb wurden immer
beide Chromatogramme der Detektion abgebildet, bkbwaer TIC der

massenspektrometrischen Detektion, als auch dahiétige HPLC-DAD-Spektrum.
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5.3.4 Validierung

Exemplarisch wurde die entwickelte HPLC-DAD-MS/MSMode zum Nachweis von
Verbindung? in biologischen Matrices validiert. Verbindufigstand (als fast einzige)
Substanz in ausreichenden Mengen zu VerfigungVBiiglierung erfolgte geman dem
EG-GMP-Leitfaden (Stand Oktober 208%) und wurde mittels der massen-

spektrometrischen Software Analyst.3.1 durchgefiihrt.
1. Selektivitat und Sensitivitat

Die Selektivitat (Spezifitdt) und Sensitivitdt derassenspekrometrischen Detektion
wurde durch die Kalibrierung des Massenspektroraederf 0,01 u im verwendeten
Detektionsbereich von 200 — 900 u (Gesamtkalibeerich 59 — 1778 u) mittels einer
standardisierten PEG-LO6sung erreicht. Abbildung.4.2eigt die Ergebnisse der
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Abbildung 5.3.4 Kalibrierung des API 2000 Triplequadrupol LC-MS/MS-Systems

im positiven Modus.

Zusatzlich dienten die gleichzeitig vom DAD aufgemoen UV-Vis-Spektren von 190-

900 nm und die Retentionszeit der eluierten Substader selektiven Detektion.
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2. Linearitat

Die Linearitat der DAD-Quantifikation wurde scham Kapitel 5.3.3 besprochen. Hier
sei nun die der MS/MS-Quantifizierung dargest&i.wurden aus drei Einwaagen drei
unterschiedliche Verdiunnungsreihen erstellt unctldref3end mittels der entwickelten
HPLC-DAD-MS/MS-Methode vermessen.

HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen&kxuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20+£2°C
Injektionvolumen: 10 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OACc)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NJfDACc)
Equilibrierung: 8 Minuten mit Solvent A/B : 20/8V/{)
Elution: isokratisch von 0 bis 7 Minuten mit Seiht A/B : 20/80 (V/V)
Detektion:
DAD: Dioden-Array-Detector von Agilent, UV-Vis-Multiwellenlangen-

Detektion von 190-900 nm

Massenspektrometer: API 2000 riplequadropol LC-MS/MS (Applied Biosystems)
mit ESI-lonisierungsquelle

MS/MS-Scan -Q1: m/z=423+w -Q3: m/z=408 u

Es wurden jeweils sechs unterschiedliche Konzeatrah (von 0,5 — 1000 ng/ml) der
Verbindung7 nacheinander vermessen (n=3) und deren detekRedkflachen gegen
die Konzentration (in ng/ml) aufgetragen. Die Kakungskurven wurden mittels der
Analyst -Software Version 1.3.1 unter Verwendung der ungkteten linearen

Regression berechnet und die Linearitat tiber 8&¥ert ausgedriickt. Abbildung 5.3.5

zeigt die entstandene Kalibrierungskurve von Vetbing?7.
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[ W vB16.rab (YB16). "Linear” Regression ("No” welghting). y = 335 x + 3,91e+003 (r = 0,9990)
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Abbildung 5.3.5: Kalibrierungsgerade von Verbinduidd0,5-1000 ng/ml).

Es ergibt sich eine Geradengleichung von f(x)=33%+*1C mit einem
Korrelationskoeffizienten vor?+0,9990, was die Linearitat der verwendeten Methode

im Bereich von 0,5-1000 ng/ml zeigt.

Um auch den unteren nM-Bereich, der in In-vivo-Rmbhdchstwahrscheinlich
vorherrschen wird, zu simulieren, wurden zusatzhghitere Kalibrierungsgeraden
verdinnter Losungen erstellt. Hierzu wurden wieders drei unterschiedlichen
Einwaagen je drei Verdinnungsreihen der Verbindiilg Konzentrationsbereich von
1-9 ng/ml (mit jeweils 9 unterschiedlichen Konzatittnen) erstellt und unter obigen
Bedingungen vermessen. Abbildung 5.3.6 zeigt dierawkl ermittelte

Kalibrierungsgerade.
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[W ¥B16_0-9ng rdb (YB16) "Linear Regression ("No" weighting)' y = 512 X + 1,31e+003 (r = 0,9866)
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Abbildung 5.3.6: Kalibrierungsgerade von Verbindui@d1-9 ng/ml).

Es ergibt sich eine Geradengleichung von f(x)=5128%*1C° mit einem linearen
Korrelationskoeffizienten von*r0,9866, was die Linearitiat der entwickelten HPLC-
MS/MS-Methode auch im Bereich von 1-9 ng/ml zeigt.
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3. Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ)

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der MS/MSHdete fir Verbindung7
wurden bestimmt. Dies erfolgte analog dem Verfatiterdie DAD-Detektion (s. auch
Kapitel 5.3.3) und wurde experimentell aus den wssenen Standard-Verdinnungen
ermittelt. Abbildung 5.3.7 zeigt einen exemplarschAusschnitt der vermessenen und

integrierten Standards von 0,5-50 ng/ml.
_I_I _I_I_I 2l | oeor| el tegraion
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Abbildung 5.3.7 Ausschnltt der vermessenen und mtegrlerten Sranderdinnungen
von Verbindung/ (0,5-50 ng/ml).

Die Nachweisgrenze (LOD) fir Verbindurfdiegt hier bei 0,5 ng/ml (entspricht ca. 1
nM) und die Bestimmungsgrenze (LOQ) bei <5 ng/miAaM).

Um die Bestimmungsgrenze genauer zu bestimmen undlas LOD zu bestétigen)
wurden zusatzlich weitere verdinnte Kalibrierungaden aus drei unterschiedlichen

Einwaagen erstellt und unter den gleichen Bedingnngermessen. Abbildung 5.3.8
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zeigt einen exemplarischen Ausschnitt der vermessend integrierten Standards der

Verbindung?7 von 0,5-9 ng/ml.

<|» A AA] o |l spply | Aceept| ) Manual Integration
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Abbildung 5.3.8 Ausschnitt der vermessenen und integrierten Staderdiinnungen
von Verbindungr (0,5-9 ng/ml).

Auch hier bestatigt sich eine Nachweisgrenze (L@D)Verbindung7 von 0,5 ng/ml

(entspricht ca. 1 nM). Die Bestimmungsgrenze (L&@)nte mit 3 ng/ml (entspricht

ca. 5 nM) néher eingegrenzt werden.
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4. Richtigkeit (Accuracy) und Wiederfindung

Die von der Analyst-Software Version 1.3.1 ermittelte Richtigkeit (Acacy) erlaubt

eine Aussage uUber den systematischen Fehler deholftet Sie gilt als Mal3 der
Ubereinstimmung zwischen dem ermittelten und eirdfinitionsgeman richtigem

Wert (Standard mit definiertem Gehalt). Die Beragimp der Richtigkeit und die
Wiederfindung wurden mittels der AnalysSoftware Version 1.3.1 durchgefiihrt.
Abbildung 5.3.9 zeigt die Ergebnisse der vermessemal integrierten Standards der
Verbindung?7 von 0,5-9 ng/ml.

Formula: | Full Layout
uery: Mone
B = = & =8 e
Sort: Unzorted
Analyte Peak | Analyte Peak |Analyte Concentration Calculated
Sanpiliane SENE e Areay}cuumﬁ} Hei;:n (cps) & (ng/mL) Concentration (ng/mL) GEETee) (£,

1 0ng Standard 1,95e+003 1,68e+002 0,00 1,23 MIA
2 1ng Standard 1,83e+003 2.01e+002 1,00 0,988 98.8
3 2ng Standard 2.25e+003 2.04e+002 2.00 1,81 90.5
4 3ng Standard 2.87e+003 2.91e+002 3,00 3,03 101,
5 4ng Standard 3.29e+003 3.41e+002 4,00 3,86 96.4
6 5ng Standard 3.67e+003 3.25e+002 5,00 4.61 92,2
7 6ng Standard 4.13e+003 3,38e+002 6,00 5,50 97
8 7ng Standard 4 564e+003 4.20e+002 7,00 6,30 90.0
9 8 ng Standard 5.10e+003 4.62e+002 8,00 741 92.6
10 9ng Standard 5.48e+003 5,28e+002 9,00 8,14 90.5
1 Ong Standard 1,33e+003 1,48e+002 0,00 0,0161 MIA
12 1ng Standard 1,82e+003 1,91e+002 1,00 0,967 96,7
13 |2ng Standard 2.17e+003 2.39e+002 2.00 1,67 83.5
14 |[3ng Standard 2.98e+003 2.75e+002 3,00 3,25 108,
15 |4dng Standard 3.19e+003 3.17e+002 4.00 3.66 M5
16 |[5ng Standard 3.91e+003 4.29e+002 5,00 5,08 102,
17 |6ng Standard 4.09e+003 4.31e+002 6,00 542 90.4
18 7ng Standard 508e+003 4 72e+002 7,00 7,37 105,
19 |[8ng Standard 5,63e+003 5,25e+002 8,00 8,25 103,
20 9ng Standard 5.75e+003 5.46e+002 9,00 8,68 96.5
21 Ong Standard 1,40e+003 1,51e+002 0,00 0,146 MIA
22 1ng Standard 1,93e+003 1,89e+002 1,00 1,19 119,
23 |2ng Standard 2,34e+003 2,23e+002 2,00 1,99 994
24 |3ng Standard 2.94e+003 3.16e+002 3,00 3,18 106,
25 |4ng Standard 3.45e+003 3.47e+002 4.00 4,18 104,
26 |5ng Standard 4.19e+003 4.17e+002 5,00 563 113,
27 |6ng Standard 4.60e+003 4.10e+002 6,00 6,23 104,
28 7ng Standard 5,30e+003 5,21e+002 7,00 7,80 111,
29 |8ng Standard 5.71e+003 5.46e+002 8,00 8,61 108,
30 9ng Standard 6.45e+003 5.55e+002 9,00 10.1 112,

Abbildung 5.3.9: Richtigkeit und Wiederfindung.

Die Accuracy lag bei allen vermessenen Proben wiger empfohlenen £20 %, die

Wiederfindung unter den empfohlenen +1&%'%
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5.4  Uberpriifung der Aktivitat der gewonnenen Lebermikrosome

Zur Uberpriifung der Enzymaktivitat der CytochrombP4amilie in den gewonnenen
Lebermikrosomen wurde der Wirkstoff Diazepam eieggs dessen Metabolisierung

durch Leberenzyme in vivo und in vitro bekannt'i&¢*?’

Zunachst wird das allgemeine Vorgehen mit den satditen Verbindungen (wie auch
Diazepam) beschrieben, die mit den gewonnenen bekersomfraktionen inkubiert

wurden. Aliquots der Stammlésungen (2 mM) wurdeh gen einzelnen gewonnenen
Lebermikrosomfraktionen bei 37° C fur 24 StundemeurSchuitteln im Thermoblock
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Ansatée 3 Minuten unter Schitteln auf
99 °C im Thermoblock erhitzt um weitere enzymateséteaktionen zu stoppen. Dies
hat auch eine Denaturierung der Proteine zur Falyg fihrt zu dessen leichterer
Abtrennung, so dass die Proteinfragmente nichtestbrim HPLC-DAD-MS-

Chromatogramm auftreten.

Bevor die Ansatze weiter mittels HPLC-DAD-MS untesst werden konnten, mussten
noch weitere l6sliche Proteinfragmente aus den dmeltieosomfraktionen entfernt

werden. Dies ist notwendig, da die vielen Protaigfnente zu einer Verschlechterung
der HPLC-Trennung filhren und die eigentlich unteinsen Verbindungen Uberlagern

kdnnen.

Zunéchst wurde eine Membranfiltration durchgefiubdzu wurde die gesamte Probe
per Injektionsspritze (V=2ml) aufgesaugt und ansfl@nd durch einen aufgesetzten
Membranfilter filtriert. Dazu wurden verschiedendtdf ausprobiert. Als ein guter
Kompromiss zwischen zurlckbleibenden Fragmenten IHPLC-DAD-MS-
Chromatogramm, Handhabbarkeit und Geschwindigkagitsich der Multoclear PTFE
Membranfilter von CS-Chromatographie mit einem Rduechmesser von @=0,45 um
erwiesen. Diese Membranfiltration fuhrte zu eineneblichen aber natirlich nicht
vollstdndigen Verminderung der Lebermikrosomfrakteem den HPLC-DAD-MS-

Chromatogrammen.
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Analog wurde ein Verfahren mittels Zentrifugatioar ZAbtrennung der Proteine der
eingesetzten Lebermikrosome erprobt: 10 min beiOQ4@ und anschlielendem
Abpipettieren des Uberstandes. Bei diesem Verfakedgten sich aber immer noch
erheblich mehr Mikrosomenfragmete in den HPLC-DAZ@hromatogrammen als

bei der Membranfiltration und es wurde deshalb tnicbhr weiter angewandt.

Desweiteren wurde eine Methanol-(/Acetonitril-)6@élly der weiterhin I6slichen
Mikrosomfragmente erprobt, die zwar eine erheblichéerminderung der

Proteinfragmente im HPLC-DAD-MS-Chromatogramm zoigé hatte, aber auch zu
einem erheblichen Substanz- und Metabolitenveflitste. Dies liegt zu einem an der
guten Methanolloslichkeit der untersuchten Verbimgkn und deren Metabolite und

zum anderen an der damit stattfindenden Verdindendnsatze.

Als Blindwerte dienten immer sowohl die ohne Widést inkubierten
Mikrosomfraktionen als auch die inkubierten verdi@mn Aliquots der Wirkstoff-
Stammldésungen in 2 mM N@Ac-Puffer, um eventuelle (thermisch bedingte)
Veradnderungen des Substanzen bzw. der Lebermikfosgmente zu erkennen und
auszuschlieBen. Aul3erdem dienten diese Ansatzebdsseren direkten Vergleich der
inkubierten Verbindungen mit und ohne MikrosomzasatChromatogram-Overlays.

Es wurden mehrere unterschiedliche HPLC-Methoddwiekelt und erprobt, um eine
optimale Auftrennung der eingesetzten Substanzemstaamdenen Metabolite und
verbleibenden Lebermikrosomfragmente zu ermdglickbnkehr und Variationen des
Gradienten, diverse isokratische Elutionen, pH-Afmterungen der Laufmittel,
Austausch von Methanol gegen Acetonitril, verscered andere HPLC-Saulen mit

anderen Trenneigenschaften und diverse Kombinatianse den o0.g. Mal3nahmen.

Es wurden diverse, z.T. hochspezifische analytig¢ReC-Saulen der Synergi und
Phenomené%Reihe unter verschiedenen HPLC-Bedingungen eitzfesabbildung
5.4.1 gibt einen Uberblick tiber ihre unterschiduic Trenneigenschaften.
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SYNERGI™ MAX-RP
C12 with TMS Endcapping

Maximum Reversed Phase Performance for the Synergi Line

Low High
—

Synergi™ Pulerity I

Max-RP [ o
—

Aromatic Selectivity

Silanol Activity {pH 25)

pH Stability 1.5-10.0
Particle Size 2y, 4p, and 10p
Phase Reversed phase 12

Application For hydrophobic, non-polar compounds
over a wide pH range, with little or no MS
phase bleed

Strength  Shap peak shape for basiz compounds
at neutral pH

SYNERGI™ HYDRO-RP

Improved Polar Selectivity with Reduced Run Times

Low High
Hydrophobicity
Synergi™ G
Fusion-RP H-Banding
Aromatic Selectivity
Silanol Activity (pH 2.5)
Centified
. pH Stability 1.5-10.0

Particle Size 2y, 4p, and 10y
Phase Polar embedded C18
Application For a halaneed retention of polar, basic
compounds and moderate retention of
hydrophabics over a broad pH range

Strength Analysis of polar, basic compounds with little or
no MS phase bleed

SYNERGI™ POLAR-RP®

Polar Endcapped C18 Column Ether-Linked Phenyl Column

Hydro-phobic/philic Reversed Phase Retention Maximum Polar and Aromatic Reversed Phase Selectivity

Low High

Low High
Synergi™ Synergi™ il
Hydro-RP Polar-RP* I
E— ju—
e

pH Stability 15-7.5 pH Stability 15-7.0
Particle Size 2y, 4p, and 10p Particle Size 4p and 10p
Phase C18 with polar endcapping Phase _Ether-linked phenyl with polar endeapping
Application For extreme retention of non-polar and extremely Applieation  For extreme retention of polar and aromatie
alar alkyl compounds compounds

Strength  Resolution of highly polar compaunds under Strength Improved peak shape for acidic and basic
100% agueous mobile phase conditions analytes and aromatic selectivity with
methanol containing mobile phases

Abbildung 5.4.1: Trenneigenschaften der eingesetzten HPLC-S&ulenSgeergi -
Reihe.

Als ein guter Kompromiss zwischen Trennleistungfldaung und Geschwindigkeit
hat sich die HPLC-Saule Phenomehdxina (RP-18, 50*2 mm, PartikelgroRe: 3 um)

erwiesen.

Als beste HPLC-Methode hat sich eine kombiniertadgmtenelution erwiesen, mit
einem hohen wassrigen Startanteil von 90% (und ME®H) und dann bis zu 15 min
auf 100% MeOH, mit anschlieRend isokratischer Blutmit 100% Methanol bis 30
min. Dies fihrte zu einer frihen Elution der vezbknen gut wasserl6slichen
Lebermikrosomfrakmente, wohingegen lipophilere $ahmen (wie z.B. das eingesetzte
Diazepam und dessen Metabolite oder Verbind2ngpater eluierten und somit nicht

von den Proteinfragmenten Uberlagert wurden.

Hat man sehr gut wasserlosliche Substanzen (wi. 2/erbindung6), funktioniert

diese HPLC-Methode unter den eingesetzten Bedirggungicht. Hier sollte der
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Gradient eher umgedreht werden. Allerdings lasst auch so fast nie eine teilweise
Uberlagerung der Verbindung mit restlichen Protaikiionen verhindern.

Die Ansatze der Diazepamstammldsungen wurden ndchtihden Inkubation bei 37
°C mittels HPLC-DAD-MS unter folgenden Bedingungertersucht:

HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen&kuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20+x2°C
Injektionvolumen: 20 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OACc)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NfDACc)
Equilibrierung: 15 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 20 Minut&tart mit Solvent A/B

90/10 bis 20 min zu 0/100 (V/V),

danach isokratische Elution mit 100% Solventidf34® Minuten.

Detektoren: DAD, UV-VIS Multiwellenlangen-Deteéti von 190-900 nm
API12000" (Applied Biosystems) mit ESI lonisierungsquelle

Tabelle 5.4.1 gibt einen Uberblick tber das vervedadinkubationsschema der

Diazepamproben mit den gewonnenen Lebermikrosomidradn.
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Tabelle 5.4.1: Inkubationsschema der Diazepamproben mit den gesvam
Lebermikrosomfraktionen der Maus.

Ansatz SDtI:anerEE rg Mikrosolmpellet Ubersltand 1 Ubersltand 2 Nga?f':f'
(2mM) [u] (k1 (L1 LT | emm) [uy
1 25 - 350 - 125
2 25 350 - - 125
3 25 - - 350 125
4 - 350 - - 150
5 - - 350 - 150
6 - - - 350 150
7 25 - - - 475
n=3

Einwaage Diazepam: je 1,140 mg / 2 ml JOAc-Puffer— 2 mM Stammldsung
Endkonzentration in der Probe: 100 yuM.
Endproteingehalt: 6,3 mg /0,5 ml.
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55 Nucleotidmimetika

5.5.1 Stabilitat in simuliertem Magensaft

Aliquots der Stammlésungen von den Inhibitote@ und4-6 (2 mM) wurden mit dem
frisch hergestellten kinstlich simulierten Magendadi 37 °C fir 2 und 24 Stunden
inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze mittdRLC-DAD-MS wie folgt weiter

untersucht:
HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen®kuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20+x2°C
Injektionvolumen: 10 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OACc)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NfDACc)
Equilibrierung: 15 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 15 Minut&tart mit Solvent A/B

75/25 bis 15 min zu 0/100 (V/V),

danach isokratische Elution mit 100% Solventid3® Minuten.
Detektoren: DAD, UV-VIS Multiwellenlangen-Dete&ti von 190-900 nm

API12000" (Applied Biosystems) mit ESI lonisierungsquelle

Als Blindwerte dienten sowohl der ohne Wirkstofkuierte kiinstliche Magensaft als
auch die inkubierten verdinnten Aliquots der WioksGtammldsungen in 2 mM
NH4,OAc-Puffer, um eventuelle (thermisch bedingte) Viegtungen der Substanzen
bzw. des kunstlichen Magensaftes zu erkennen uszuaahlieRen. AuRerdem dienten
diese Ansatze dem besseren direkten Vergleichnttebierten Verbindungen mit und
ohne Testsystem. Tabelle 5.5.1 zeigt das verwerndletdationsschema.
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Tabelle 5.5.1: Inkubationsschema der Inhibitorehh 2 und 4-6 in kinstlichem
Magensatft.

Verb.1 | Verb.2 | Verb.4 | Verb.5 | Verb.6 Kiinst]
Stamm-| Stamm-| Stamm-| Stamm-| Stamm- ) NH4OAcC-
Magen-
Ansatz Isg. Isg. Isg. Isg. Isg. saft Puffer
2mM | 2mM | 2mM | 2mM | 2mM W] [l]
(1] [1l] (1] (1] (1]
1 10 - - - - - 990
2 10 - - - - 990 -
3 - 10 - - - - 990
4 - 10 - - - 990 -
5 - - 10 - - - 990
6 - - 10 - - 990 -
7 - - - 10 - - 990
8 - - - 10 - 990 -
9 - - - - 10 - 990
10 - - - - 10 990 -
11t - - - - - 1000 -
12 - - - - - - 1000
n=3,n=1

Endkonzentration der Inhibitoren: 20 uM.
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5.5.2 Stabilitat in kiinstlich simuliertem Dinndarmmilieu

Aliquots der Stammldésungen von Verbindunde und4-6 (2 mM) wurden mit 0,001
N NaOH Mallosung bei 37 °C fur 2 und 24 Stundernulidrt. Anschlie3end wurden
die Ansétze mittels HPLC-DAD-MS wie folgt weitertensucht:

HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen&kuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20x2°C
Injektionvolumen: 10 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OACc)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NfDACc)
Equilibrierung: 15 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 15 Minut&tart mit Solvent A/B

90/10 bis 15 min zu 0/100 (V/V),

danach isokratische Elution mit 100% Solventid3® Minuten.
Detektoren: DAD, UV-VIS Multiwellenlangen-Deteéti von 190-400 nm

API12000" (Applied Biosystems) mit ESI lonisierungsquelle

Als Blindwerte dienten sowohl die ohne Wirkstofkubierte Mal3lésung als auch die
verdunnten Wirkstofflosungen inkubiert in 2 mM NBAc-Puffer um eventuelle

(thermisch bedingte) Veranderungen zu erkennen awmsizuschlieRen. Aul3erdem
dienten diese Ansatze dem besseren direkten Velngtier inkubierten Verbindungen

mit und ohne Testsystem. Tabelle 5.5.2 zeigt dasamdete Inkubationsschema.
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Tabelle 5.5.2:Inkubationsschema der Inhibitor&n2 und 4-6 in kiinstlich simuliertem

Dinndarmmilieu.

Verb.1 | Verb.2 | Verb.4 | Verb.5 | Verb.6
Stamm-| Stamm-| Stamm-| Stamm-| Stamm-| 0,001 N | NH4OAc-
Ansatz Isg. Isg. Isg. Isg. Isg. NaOH Puffer
2mM | 2mM | 2mM | 2mM | 2mM [l] [l]
(1] (1] (1] (1] (1]
1 10 - - - - - 990
2 10 - - - - 990 -
3 - 10 - - - - 990
4 - 10 - - - 990 -
5 - - 10 - - - 990
6 - - 10 - - 990 -
7 - - - 10 - - 990
8 - - - 10 - 990 -
9 - - - - 10 - 990
10 - - - - 10 990 -
11t - - - - - - 1000
12 - - - - - 1000 -
n=3,n=1

Endkonzentration der Inhibitoren: 20 puM.
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5.5.3 Stabilitat gegeniiber Lebermikrosomen

Aliquots der entsprechenden Stammldsungen der Newbgenl und 2 (2 mM)
wurden mit den gewonnenen Lebermikrosomfraktiorighe(stand 1, s. Kapitel 5.1)
von Maus und Ratte bei 37 °C fur 24 Stunden inkwbi#usatzlich wurde manchen
Ansatzen noch ein NADPH-regenerierendes Systemsetfe um die Bildung von
potentiellen Phase-1I-Metaboliten zu verbessétn.

Anschlieend wurden die Ansatze 3 min lang bei Unter Schitteln im
Thermoblock erhitzt um weitere enzymatische Reaktio zu stoppen und
membranfiltriert (8=0,45 um). Danach wurden die &as mittels HPLC-DAD-MS

wie folgt weiter untersucht:

HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen®kuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20£2°C
Injektionvolumen: 20 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OACc)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NfDACc)
Equilibrierung: 15 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 15 Minut&tart mit Solvent A/B

90/10 bis 15 min zu 0/100 (V/V),

danach isokratische Elution mit 100% Solventi®3® Minuten.
Detektoren: DAD, UV-VIS Multiwellenlangen-Deteéti von 190-900 nm

API2000" (Applied Biosystems) mit ESI lonisierungsquelle

Als Blindwerte dienten sowohl die ohne Wirkstoffkubierten Lebermikrosom-
fraktionen (mit und ohne NADPH regenerierendem &yt als auch die ohne
Wirkstoff inkubierten verdiinnten Aliquots der Statisungen in 2 mM NEDAc-

Puffer um eventuelle (thermisch bedingte) Verandgem zu erkennen und
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auszuschlieBen. Aul3erdem dienten diese Ansatzebdsseren direkten Vergleich der
inkubierten Verbindungen mit und ohne Testsysteamelle 5.5.3 zeigt das verwendete

Inkubationsschema der Inhibitoren mit Lebermikrofektionen von Maus und Ratte.

Tabelle 5.5.3: Inkubationsschema der hNTPDase-Inhibitoren mit drefdkrosom-
fraktionen von Maus und Ratte (z. T. mit NADPH-negeerendem System).

NH;-

S:{aer:l?ﬁlls S:;er:w?ﬁlzs Uberstand 1 Uberstand 1 NADPH | OAc
Ansatz 9: 9 Ratte Maus Systemi | Puffer

2 mM 2 mM
| | [ul] [ul] [ul] 2mM
1] 1] |
(1]

1 100 - - - - 900
2 100 - 350 - - 550
3 100 - 350 - 150 400
4 100 - - 350 150 400
5 100 - - 350 - 550
6 - - 350 - 650
7 - - - 350 150 500
8 - - 350 - 150 500
9 - - 350 - - 650
10 - 100 - - - 900
11 - 100 350 - - 550
12 - 100 350 - 150 400
13 - 100 - 350 150 400
14 100 - 350 - 550
15 - - - - 150 850
16" - - - - - 1000

n=3,'n=1,%s. Kapitel 5.1.2
Endkonzentration Inhibitoren: 200 pM.
Endproteingehalt: 3,3 mg / ml.
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Die Inhibitoren4-6 wurden zwar auch gesondert untersucht aber esiafar moglich

sie hinreichend unter den o.g. HPLC-Bedingungen dem Lebermikrosomfragmenten
oder Bestandteilen des NADPH-regenerierenden Sgstamtrennen. Verschiedene
andere HPLC-Methoden wurden entwickelt und ausprgbiz. B. Umkehr und

Variationen des Gradienten, isokratische Elutiongok-Wertdnderungen des
Laufmittels, Austausch von Methanol gegen Acetdnitterschiedene andere HPLC-
Saulen mit anderen Trenneigenschaften und diversmbitationen aus den o.g.
Malinahmen. Leider hat keine der Variationen zureiereichenden Trennung der

Verbindunger-6 von den Lebermikrosomfragmenten gefthrt.

Ein Vorteil der verwendeten HPLC-Methode liegt dadass bei ihr die Substanzen des
NADPH-regenerierenden Systems vollstdndig mit Teilder gut wasserl6slichen

Lebermikrosomfragmente in den ersten 4 min eluiefar3erdem stéren sie so nicht
die Detektion der spéater eluierenden Inhibitoderund 2 und deren detektierbaren

Metabolite.

Wesentlich empfindlichere HPLC-MS-MS-Untersuchungend nur mdoglich, wenn

man ausreichende Mengen der Ausgangsverbindungeme sies zu erwartenden
Metaboliten als Reinstoff zur Verfiigung hat (s. Kelp5.3.2). Dann kann man sich das
Fragmentierungsmuster der Ausgangsverbindungendenantstehenden Metaboliten
als Reinstoffe anschauen und eine MS/MS-MethodeiekeIn, bei der nur nach diesen
Fragmentierungsmustern in den Proben gesucht vidids ermoglicht wesentlich

empfindlichere Nachweise der Substanzen in kompléxelogischen Matrices auch
bei eventuellen Uberlagerungen, da die einzelnagrientierungsmuster individuell
sehr unterschiedlich sind. Anhand von Kalibriergmadier Elternverbindung und des
Metaboliten ist dann auch in komplexen biologischdiatices eine quantitative

Bestimmung maoglich.
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5.6  Anthrachinonderivate
5.6.1 Stabilitat gegeniiber Lebermikrosomen

Aliquots der Stamml6ésung von Verbindunge2 mM) wurden mit den gewonnenen
Lebermikrosomfraktionen (Uberstand 1, s. Kapité) Sler Maus bei 37 °C fiir 2 und 24
Stunden inkubiert. Anschlielend wurden die Ans&@zenin lang bei 99 °C unter
Schutteln im Thermoblock erhitzt, um weitere enzijathie Reaktionen zu stoppen,
und membranfiltriert (3=0,45 um). Danach wurden Aresatze mittels HPLC-DAD-

MS wie folgt weiter untersucht:

HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen®kuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20£2°C
Injektionvolumen: 20 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OAC)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NfDACc)
Equilibrierung: 12 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 20 Minut&tart mit Solvent A/B

90/10 bis 20 min zu 0/100 (V/V),

danach isokratische Elution mit 100% Solventi®4® Minuten.
Detektoren: DAD, UV-Vis Multiwellenlangen-Dete&ti von 190-900 nm

API2000" (Applied Biosystems) mit ESI lonisierungsquelle

Als Blindwerte dienten sowohl die ohne Wirkstoffkubierten Lebermikrosom-
fraktionen als auch die inkubierten verdinnten \&toklosungen in 2 mM NEDACc-
Puffer um eventuelle (thermisch bedingte) Verandgem zu erkennen und
auszuschlieBen. AuBerdem dienten diese Ansatzebdsseren direkten Vergleich der
inkubierten Verbindungen mit und ohne Testsysteatelle 5.6.1 zeigt das verwendete

Inkubationsschema des Inhibitors mit Lebermikrogaktfonen von der Maus.
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Tabelle 5.6.1 Inkubationsschema des Inhibitatenit Lebermikrosomfraktionen.

Verb.7 _Lebermikrosome | NHs-OAc Puffer
Ansatz | Stammlsg. 2 mM| Uberstand 1 (Maus 2mM
[ul] [l] [ul]
1 100 - 900
2 100 350 550
3 - 350 650
4 - 350 550
5 - - 900
6" - - 1000
n=3,'n=1

Endkonzentration Inhibitoren: 200 puM.
Endproteingehalt: 3,3 mg / ml.
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5.6.2 Untersuchungen zum Akitivitatsverlust

Um festzustellen, welchen eventuellen Verédnderungerbindung 8 wahrend der
Lagerungunterlegen ist, wurden verschiedene zur Testungesgtzte Stammlosungen
und weitere Ansatze der Verbindugnittels HPLC-DAD-MS weiter untersucht.

HPLC: Agilent 1100
Saule: Phenomen&kxuna (RP-18, 50 * 2 mm, 3 pm)
Temperatur: 20+x2°C
Injektionvolumen: 20 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OACc)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NfDACc)
Equilibrierung: 15 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 15 Minut&tart mit Solvent A/B

90/10 bis 15 min zu 0/100 (V/V),

danach isokratische Elution mit 100% Solventid3® Minuten.
Detektoren: DAD, UV-Vis Multiwellenlangen-Dete&ti von 190-900 nm

API12000" (Applied Biosystems) mit ESI lonisierungsquelle

Tabelle 5.6.2 gibt einen Uberblick (iber die verneess Ansatze.

Es standen zwei alte Stammlésungen der Verbindumgr Verfiigung, die auch zur
Testung eingesetzt wurden. Hierbei handelt esigicl2 mM Losungen der Substanz in
10%igen DMSO. Die Stammlésungen wurden bei +4° Kiihlschrank gelagert. Eine
Losung war 2 Monate, die andere 3 Monate alt. Aisdsverte diente die verdiinnten
Aliquots einer in 2 mM NBHOAc-Puffer frisch hergestellten Stammisdéung von
Verbindungs.

Um eine Oxidation der Verbindun§ zu simulieren, wurden zusatzliche Anséatze

vermessen, die mit einerB,-Losung (3%ig) versetzt wurden.
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Tabelle 5.6.2 Zur Untersuchung des Aktivitatsverlust von VeBlvermesse Anséatze.

2 Monate alte| 3 Monate .
2 mM alte 2 mm | _rische 2mM | HaO- 2 MM NH,-
An- Stammlsg. Verb} Ldsung
satz Stammlsg. Stammlsg. 8 (3%ig) OAc Puffer
Verb.8 Verb.8 m ] [l]
[u] [u]
1 100 - - - 900
2 - 100 - - 900
3 - - 100 - 900
4 - - 100 100 800
5t - - - 100 900
6" - - - - 1000
n=3,'n=1

Endkonzentration Inhibitoren: 200 puM.

5.6.3 MS/MS-Methodenentwicklung zum In-vivo-Nachweis

Siehe Kapitel 5.3.2 und 5.3.4.
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5.7 Nucleotidderivate

5.7.1 Untersuchungen zum Aktivitatsverlust

Um festzustellen, welchen eventuellen Veranderungi® Stammlosungen der
Nucleotidderivate (Verbindun§i0-23) wahrend der Lagerungnterlegen sind, wurden
die zur Testung eingesetzten Stammldsungen derebligidierivate untersucht. Dazu
wurde von den eingelagerten Stammlésungen (5 mMi)I46zw. 20 pl bei 10 mM) mit
2 mM NH,OAc-Puffer (pH=7,2) auf 1 ml aufgefullt (Endkonzeattion: 200 pM) und
unter folgenden Bedingungen mittel HPLC-DAD-MS vessen:

HPLC: Agilent 1100
Saule: NucleodirMacherey-Nagel (125 * 2 mm, 3 um)
Temperatur: 20£2°C
Injektionvolumen: 20 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OACc)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NJfDACc)
Equilibrierung: 15 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 15 Minut&tart mit Solvent A/B

90/10 bis 15 min zu 0/100 (V/V),

danach isokratische Elution mit 100% Solventi®3® Minuten.
Detektoren: DAD, UV-Vis Multiwellenlangen-Dete&ti von 190-900 nm

API2000" (Applied Biosystems) mit ESI lonisierungsquelle

Zusatzlich und zur Identifikation der entstandengetabolite wurden 100 pM
Lésungen folgender Reinstoffe unter den gleichediidgingen vermessen: UTP, UDP,
UMP, Uridin, ATP, ADP, AMP und Adenosin.
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5.7.2 Untersuchungen zur Stabilitat

Es wurden aus drei Einwaagen je drei Stammldsudgerverbindungerd3aund13b

(e 2 ml, 500 puM) in 2 mM NEDAc-Puffer hergestellt. Diese wurden je zur Halfte
aufgeteilt und ein Teil bei Raumtemperatur (RT) wed andere bei 37 °C inkubiert.
Die Proben wurden zu je acht unterschiedlichenpteitten vermessen, indem nach 0,
0.125, 1, 4, 7, 14, 19, 21 Tagen 50 pl abpipettiad wie folgt per HPLC-DAD-MS

vermessen wurden:

HPLC: Agilent 1100
Saule: NucleodirMacherey-Nagel (125 * 2 mm, 3 um)
Temperatur: 20+x2°C
Injektionvolumen: 10 pl
Flussrate: 250 pl/min
Laufmittel: Solvent A: HO (mit 2 mM NH,OACc)
Solvent B: Methanol (mit 2 mM NfDACc)
Equilibrierung: 15 Minuten mit Solvent A/B : 90/10/V)
Elution: Gradientenelution von 0 bis 15 Minut&tart mit Solvent A/B

90/10 bis 15 min zu 0/100 (V/V),

danach isokratische Elution mit 100% Solventi®3® Minuten.
Detektoren: DAD, UV-Vis Multiwellenlangen-Dete&ti von 190-900 nm

API2000" (Applied Biosystems) mit ESI lonisierungsquelle

Zur Identifikation der entstandenen Metabolite vaurdlie aus Kapitel 5.7.1 unter den
gleichen Bedingungen vermessenen 100 pM Losungenfalgenden Reinstoffe
benutzt: UTP, UDP, UMP, Uridin, ATP, ADP, AMP undiénosin.

Die Flachen der Peaks der Verbindung#Ba und 13b in den HPLC-DAD-
Chromatogrammen (s. Abbildung 3.4.1) wurden gederZdit aufgetragen, wobei der

Mittelwert der gemessenen Anfangskonzentrationédl @06 gesetzt wurde.
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6.1  Abkilrzungsverzeichnis

amu
APCI
ADP
AMP
ATP
CAMP
CE

Da
DAD
DMSO
Ecto-5'-NT
E-NTPDase
ESI
EtOH

h
HPLC
ICs0

Ki
konz.
LC

m-
MeOH
MRM
MS
MS/MS
n.d.

atomic mass unit; veraltet s. unit

Atmospheric Pressure Chemical lonisation

Adenosinmonophosphat

Adenosindiphosphat

Adenosintriphosphat

Cyclisches Adenosinmonophosphat
Kapillarelektrophorese

Dalton

Dioden-Array-Detector

Dimethylsulfoxid

Ecto-5'-Nucleotidase
Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydeola
Electron Spray lonisation

Ethanol

Stunde; human
Hochdruck-Flussigkeitschromatographie

Halbmaximale inhibitorische Konzentration

Gleichgewichtsinhibitionskonstante
konzentriert

Flussigkeitschromatographie

Mause

Methanol

Multi Reaktion Monitoring; s. auch MS/MS

Massenspektrometrie

Tandem-Massenspektrometrie; s. auch MRM

Nicht bestimmt
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NH,OAc Ammoniumacetat

NMR Nuclear magnetic resonance; magnetische Kesnesezspektroskopie
PEG Polyethylenglycol

r- Ratte

RP reverse Phase; Umkehrphase

Rt Retentionszeit

RT Raumtemperatur

S. siehe

S.0. siehe oben

SEM Standard error of the mean; StandardfehleMigslwerts
TIC Total lon Chromatrogram

TWC Total Wavelength Chromatogram

u unit

u.a. unter anderem

UDP Uridindiphosphat

UMP Uridinmonophosphat

UTP Uridintriphosphat

uv Ultraviolett

Vis visible; sichtbar

VS. versus

XIC Extracted lon Chromatogram
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