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1. Einleitung

Die Nuklearmedizin umfasst die Anwendung offener radioaktiver Substanzen am Menschen,
die die morphologische Bildgebung durch Magnetresonanztomographie, Computer-
tomographie und Rontgen im Bereich der Diagnostik unterstltzt, sowie vor allem die
Strahlentherapie (,,interne und externe®). Man spricht von einer funktionellen Bildgebung, die
verwendet werden kann um Transport, Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung eines
radioaktiv markierten Stoffes oder eines radioaktiven Isotops qualitativ und quantitativ
nachzuvollziehen. In der nuklearmedizinischen Diagnostik werden neben den bekannten in
vivo Untersuchungen, wie in der Schilddriisendiagnostik auch in vitro Verfahren, wie z.B. das
Radioimmunassay (RIA) angewandt. Die Handhabung von z.B. RIAs wird durch
kommerzielle Testkitts erleichtert und fihrt zu keinerlei allergischen, toxikologischen oder
immunologischen Reaktionen oder Strahlungsbelastungen, da diese Untersuchungen ex vivo
(Blut, Urin, Stuhl und Gewebe) durchgefuhrt werden. Hingegen fiihrt die Injektion von
Radionukliden zu einer Strahlenbelastung, aber ebenfalls zu keinen der erwéhnten
Reaktionen, da sich die injizierten Substanzmengen im Bereich von Pico- bis Nanogramm
bewegen. Die Konzentrationen in der Positronen Emissions Tomographie (PET) sind somit zu
niedrig um toxikologische Effekte auszuldsen.

Die Nuklearmedizin zéhlt zu den jlngsten medizinischen Disziplinen, sie basiert und stitzt
sich auf Ergebnisse der Physik, Biochemie und medizinischer Grundlagenforschung. Durch
den Einsatz von Programmen zur Bildbearbeitung besteht eine enge Zusammenarbeit mit der
Informatik.

Man spricht von einer jungen Disziplin, weil die Entdeckungen, die fir die
nuklearmedizinische Anwendung gebraucht werden, erst Ende des 19.Jhd. gemacht worden
sind, dartber hinaus wurden diese zuséatzlich in einer sehr engen Zeitperiode entdeckt.

Der Physiker Henri Becquerel entdeckte durch Zufall die natirliche Radioaktivitdt von
Uranerzen (1896), kurz nach der Entdeckung der X-Strahlen (spater Rontgenstrahlung
genannt) durch Wilhelm Conrad Rontgen. 1898 beschrieb das verheiratete Paar, Pierre und
Marie Curie, dass nicht nur Uran Strahlung emittiert, sondern auch Thorium, Polonium und
Radium. In den folgenden 20 Jahren erarbeiteten Max Planck (Quantentheorie, 1900), Albert
Einstein (Relativitatstheorie 1905 und 1916), Ernest Rutherford (Atommodell, 1911) und
Niels Bohr (Erweiterung des Atommodells, 1913) die kernphysikalischen Grundlagen. 1923
wurde zum ersten Mal ein radioaktiv markierter Indikator fur eine biologische Untersuchung

verwendet: Gyorgy Hevesy untersuchte die Bleiabsorption einer Pflanze durch Messung der



Bleiakkumulation. Zu dieser Zeit waren nur natirlich vorkommende Radioisotope verfligbar,
sodass die Untersuchungsmaoglichkeiten eingeschrankt waren. Der grof3e Durchbruch und das
Ende der sogenannten klassischen Nuklearmedizin gelangen mit der Entdeckung der
kinstlichen Radioaktivitat durch Irene Curie und ihrem Ehemann Frederic Joliot. Schlief3lich
mit der bedeutenden Entdeckung von E. Rutherford, dass die Struktur der Materie durch
Beschuss von Alphapartikel des Radiums geandert werden kann und der darauf basierenden
Entwicklung des Zyklotrons (E. O. Lawrence und M. S. Livingston, 1932). Die Benutzung
neuer Partikel mit groRerer Durchdringtiefe erlaubte die Produktion von immer mehr
kiinstlichen Radionukliden. 1947 nutzte Hartmut Kallmann erstmals die Fahigkeit von
besonderen Kristallen Gamma-Strahlen (y-Strahlen oder y-Quanten) zu absorbieren und
Szintillationen auszusenden. Die Konstruktion des thalliumaktivierten Natriumjodid-
Detektors (1948, Hofstadter) legte den Grundstein fir die Innovationen von Single-Photon-
Emission-Computed-Tomographie (SPECT) und PET, da diese nicht nur empfindlicher als
andere Kristalle sind, sondern auch aus dem flissigen Zustand grof3flachig auskristallisieren
kénnen. 1951 glickte dem Physiker Benedict Cassen, mit dem von ihm entwickelten
rektilinearen Scanner, die erste bildliche Darstellung. 1958 gelang es Hal O. Anger mit der
Einflhrung der Szintillationskamera (Gamma-Kamera) das auf dem Oszillographen
abgebildete Ortssignal der ortlichen Verteilung des Radionuklids zu jedem Zeitpunkt der
Untersuchung darzustellen. Mit der Gamma-Kamera fand auch das bereits 1938 produzierte
%¥MTc seinen Einsatz. Es war aufgrund seiner geringeren Gamma-Energie wesentlich besser

geeignet als z.B. ™.

Die neueren technischen Entwicklungen, wie SPECT und PET,
umfassen die tomographische Darstellung der Radionuklidverteilung im Korper. Insbesondere
die PET eroffnete und erdffnet uns weiterhin vollig neue diagnostische Moglichkeiten. Mit
Hilfe von Positronenstrahlern wie **0, 'C und *F sind biochemische Reaktionen darstellbar,
die bisher nur in-vitro nachweisbar waren. Diese sogenannte ,,in-vivo-Chemie* wird noch
weiterhin wichtige Fortschritte im Verstandnis funktioneller Abl&ufe hervorbringen und vor
allem Fragen zu neurologischen, psychiatrischen Erkrankungen sowie onkologischen
Erkrankungen beantworten.

Die Entwicklung von PET-Radiopharmaka ist somit interessant, um zum einen, néhere
Einblicke in die biochemischen Mechanismen pathophysiologischer Prozesse verschiedener
Erkrankungen zu gewinnen und zum anderen, um Informationen (ber unbekannte
physiologische Mechanismen von z.B. neu entdeckten Rezeptorsubtypen zu erhalten.

Die Entwicklung eines PET-Tracers beginnt mit der Idee fur ein Molekil mit geeigneter

chemischer Struktur (guten Bindungseigenschaften) zu einer geeigneten Zielregion. Wenn das
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Molekdl diese Voraussetzungen erfllt, wird es synthetisiert und die praklinischen Parameter
werden erhoben um seine Eignung zu verifizieren. Parallel wird der Tracer radiochemisch mit
einem PET-Nuklid (**f, *C, N, 0, ®Rb oder ®®Ga) markiert. Die zwei wichtigsten
Aspekte im Entwicklungsprozess von neuen Radiopharmaka sind: eine einfache und
verléssliche Produktionsmethode fiir den PET-Tracer (optimalerweise automatisiert) und die
praklinischen Evaluierungsparameter fur eine humane Applikation.

In der praklinischen Testung von Radiopharmaka und Tracern, zdhlen neben der Evaluierung
der Affinitat und Selektivitat zu einer definierten Zielregion (Rezeptor, Transporter etc.)
durch p-PET-, Biodistributions- und Autoradiographie-Experimenten (Gewebsschnitte) auch
die metabolische Stabilitat sowie die Lipophilie (log P).

2008 wurde von der Arbeitsgruppe ,Radiochemie und Biomarker Entwicklung® am
Department fur Nuklearmedizin der Medizinischen Universitat Wien [**FIFE@SUPPY (2-
[*®F]fluoroethyl 4,6-diethyl-5-(ethylthiocarbonyl)-2-phenylnicotinate) als der erste PET-
Tracer, sowie das Derivat [®FJFE@SUPPY:2  ((ethyl  4,6-diethyl-5-((2-
[*8F]fluoroethylthio)carbonyl)-2-phenylnicotinate), fir den Adenosin A3 Rezeptor (A3R)
vorgestellt. Der A3R wird wéhrend verschiedener pathologischer Prozesse (z.B.
Tumorbildung) besonders hoch exprimiert, jedoch fast nicht in Zellen von gesunden
Geweben. Mdgliche Einsatzgebiete von Tracern des A3R umfassen Entziindungsprozesse,
onkologische Gegebenheiten, wie solide Tumore und Brust-, Dickdarm-, Lungen-, Pankreas-,
Prostata-, Melanom- und Hirnmetastasen. Kardiovaskulare Erkrankungen wie Ischamie,
neurologische Erkrankungen wie zerebrale Ischamie, aber auch Glaukom und Epilepsie
zéhlen ebenfalls zu den pathologischen Formen bei denen der A3R-Tracer ein wichtiges
diagnostisches Werkzeug darstellen konnte. Neben dem ersten FE@SUPPY (2-fluoroethyl
4,6-diethyl-5-(ethylthiocarbonyl)-2-phenylnicotinate)-Derivat, FE@SUPPY:2 ((ethyl 4,6-
diethyl-5-((2-fluoroethylthio)carbonyl)-2-phenylnicotinate), ist noch eine ganze Reihe anderer
SUPPY-Analoga entstanden, die als zusétzliche potentielle Radiotracer fir den A3R im
Rahmen der Masterarbeit vorgestellt werden [1,2, 5,10, 11].

In der vorliegenden Arbeit wird die chemische Struktur der neuen Analoga bzw. die
Unterschiede zu den erwahnten Vorlaufersubstanzen FE@SUPPY und FE@SUPPY:2
tabellarisch dargestellt. Schwerpunkt der Arbeit ist die Bestimmung der metabolischen
Stabilitat und die Ermittlung der Lipophilie.

Im allgemeinen Teil wird das Biotransformationssystem und dabei speziell die
Carboxylesterase (CES) besprochen. Da alle abgeleiteten Analoga und Metaboliten dieser

Ausgangssubstanzen Ester (Thioester und Carbonséureester) enthalten, wurden zur
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Bestimmung des enzymatischen Abbaus CESs verwendet, die in der Lage sind beide
Esterfunktionen zu hydrolysieren.

Da dieser Rezeptortyp ubiquitér im menschlichen Organismus vertreten ist, miissen die Tracer
aufler der Bindung zum A3R noch andere chemisch-physikalische Eigenschaften (Lipophilie)
erfillen. Die FE@SUPPY Analoga sollten als Tracer des Zentralennervensystems (Gehirn)
Verwendung finden, daher ist es nétig die Blut-Hirn-Schranke (BHS) tberwinden zu kénnen
(z.B. durch passive Diffusion). Die einleitenden Kapitel beschreiben deshalb auch die BHS,
einschlieBlich der Transportsysteme, sowie Grundsatzliches zur Lipophilie. Im Methodenteil
finden sich Versuchsbeschreibungen zur Ermittlung der Stabilitat gegenuber der CES und

Experimente zur Ermittlung der log P-Werte.

1.1. 1.1 Aufgabenstellung

["|F]FE@SUPPY ist der erste bereits vorgestellte PET-Tracer [10, 11], der affin und selektiv
zum A3R ist. Diese wurden anhand von p-PET Versuchen in Ratten, Biodistributionsstudien
und Autoradiographien festgestellt [4, 5]. Sowohl FE@SUPPY, als auch sein erstes Derivat
FE@SUPPY:2, zeigten in in vitro und in in vivo Versuchen einen Abbau durch das Enzym
CES  (Michaelis-Menten ~ Konstante  (Kw): FE@QSUPPY  20.1, Maximale
Reaktionsgeschwindigkeit  (Vwmax): FE@SUPPY 0.038 und Kwm re@surey2  13.1,
Vmax_re@suppy:2 0.015) [11, 32]. Chemisch gesehen beinhalten alle FE@SUPPY Analoga
einen Carboxylester und/oder einen Thioester. Da die CES nicht nur spezifisch
Carbonsaureester hydrolysiert, sondern auch andere schwefelhaltige Ester spaltet, eignet sie
sich im Falle der vorliegenden Substrate zur Beurteilung der Stabilitat gegentiber des Phase |
Systems [36].

Aufgabe und Ziel dieser Masterarbeit war es, metabolisch stabilere FE@SUPPY -Analoga zu
finden, die dariiber hinaus in der Lage sind die BHS zu passieren. Verwendet wurden die
FE@SUPPY- Derivate FE@SUPPY:11(2,4-diethyl-5-((2-fluoroethoxy)carbonyl)-6-
phenylpyridine-3-carbothioic S-acid), DFE@SUPPY (4,6-diethyl-5-(ethylsulfanylcarbonyl)-2-

phenylpyridine-3-carboxylate), DFE@SUPPY:2(2,4-diethyl-5-(ethoxycarbonyl)-6-
phenylpyridine-3-carbothioic S-acid), Me@SUPPY:11(2,4-diethyl-5-(methoxycarbonyl)-6-
phenylpyridine-3-carbothioic S-acid), Me@SUPPY:21(4,6-diethyl-5-

(methylsulfanylcarbonyl)-2-phenylpyridine-3-carboxylate),
(Me)2@SUPPY (methyl 4,6-diethyl-5-(methylthiocarbonyl)-2-phenylnicotinate),
FEMe@SUPPY:2 (methyl 4,6-diethyl-5-((2-fluoroethylthio)carbonyl)-2-phenylnicotinate),

12



FEMe@SUPPY (2-fluoroethyl 4,6-diethyl-5-(methylthiocarbonyl)-2-phenylnicotinate) und

(FE)2@SUPPY (2-fluoroethyl 4,6-diethyl-5-((2-fluoroethylthio)carbonyl)-2-
phenylnicotinate). Die in vitro Metaboliten-Versuche mit der CES bzw. Lipophilie-
Bestimmungen nach Donovan und Pescatore, 2002 [35] wurden mittels

Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) analysiert.

2. Grundlagen und Definitionen

2.1.1. Radiopharmaka (PET-Tracer)

e

Radionuklid Linker Tragermolekiil

Radiopharmakon

Abbildung 1 Erkennungsprinzip und Aufbau eines Radiotracers [modifiziert nach 1].

Ein typischer Tracer besteht aus drei Grundkomponenten, dem signalgebendem Teil (nicht
metallischem oder metallischem Radionuklid), dem Linker oder Spacer (einer kovalente
Bindung, Komplexbildner etc.), der das Radionuklid und die dritte Komponente, den
Adressant bzw. Tréager (biologischer Tracer, Molekil mit geeigneter Pharmakokinetik oder
Pharmakon), verbindet. In der radiopharmazeutischen Arzneimittelentwicklung steht die
Fragestellung im Vordergrund, welche Effekte mit Hilfe des Radiotracers in einer in vivo-
Untersuchung oder Therapie erzielt werden sollen. Ein zusammenfassender Merksatz lautet
,»Was ich markiere, bestimmt was ich sehe!“ [1, 29]

»Radioaktive Arzneimittel sind Zubereitungen, die sehr geringe Mengen von einem
Radionuklid enthalten und deren Strahlungsaktivitat diagnostisch oder therapeutisch genutzt
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wird (Radiotracer). Hierbei finden vor allem Radionuklide mit kurzer Halbwertzeit
Verwendung, die entweder y-Strahlung (Anwendung als Diagnostika wegen der guten
extrakorporalen Messbarkeit der Strahlung) oder B-Strahlung emittieren (Anwendung als
Therapeutika wegen ihrer lokal begrenzten Strahlungswirkung)“ [57, 58]. PET-Tracer,
emittieren zwei y-Strahlen (180° Winkel, 511 keV), die aus der Annihilation des Positrons
und Elektrons entstehen. Dieses Prinzip wird fir die diagnostische Bildgebung genutzt- die
Strahlung wird hierbei extrakorporal gemessen. Nach Injektion entsteht eine Imbalance der
Verteilung im Korper. Die Tracer reichern sich in jenen Geweben an, in denen sie
metabolisch aktiv sind oder in jenen zu denen sie eine Affinitat ausweisen. Die PET nutzt das
Prinzip der unterschiedlichen Verteilung bzw. Anreicherung der Radiopharmaka im Kdorper
und erhalt in den Regionen der Anlagerung starkere Signale.

Durch die Markierung mit Radioisotopen wie *°0, N, und *'C, aber auch **F und *™Tc,
werden in in vivo Messungen metabolische Umsatze (Transport-, Perfusions- und
Verteilungsprozessen), sowie in vivo Dichtemessung von Transportsystemen und Rezeptoren
bildlich dargestellt. Weitere Beispiele des sogenannten Targeting sind der passive Transport
durch  Diffusion  (Lungenventilation),  Adsorptionseffekte  (Knochenmetabolismus),
lonentransport  (Schilddriise), Kapillarblockaden (Auslésung von  Mikroembolien),
Phagozytose, aktiver Transport (Niere und Schilddriise), Sequestration von Zellen,
Metabolismus, Bindung an Rezeptoren und Transporter und Antigen-Antikorper-Komplex-
Formationen.

Voraussetzungen fir die diagnostische Anwendung sind niedrige Strahlenbelastung
(Halbwertszeit, Art der Strahlung) fiir Patienten und Personal, kostenglinstige und
ausreichende Herstellungsmoglichkeit, Gamma-Energie in einem fir die Messgeréte
gunstigen Bereich (z.B. PET 511 keV) und biochemische Eigenschaften, die die Markierung
von Pharmaka erlauben. Unter den biochemischen Charakteristika versteht man die Ladung
des Molekuls, Molekilgroiie, Proteinbindung, Loslichkeit, Stabilitat und die Biodistribution.
Zusammenfassend sollte ein geeigneter Radioligand fur eine erfolgreiche funktionelle
Bildgebung mittels PET durch hohe Affinitdt, hohe Selektivitat, geringe unspezifische
Bindung, definierte pharmakokinetische Eigenschaften und das Fehlen von stérenden
radioaktiven Metaboliten an der Zielregion charakterisiert sein. Letztere Eigenschaft erfordert

hohe metabolische Stabilitat gegentiber dem Abbau durch Enzyme [1, 2, 29].
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2.2. [“FIFE@SUPPY

["|*F]FE@SUPPY wurde als erster PET-Tracer fiir den A3 Rezeptor vorgestellt. Es handelt
sich um einen Antagonisten [10]. Dieser und auch seine Derivate befinden sich in der
praklinischen Entwicklung als Tracer fir den Adenosin Subtyp 3 Rezeptor. Fr
["|*F]FE@SUPPY betragt die Affinitat zum humanen A3R K; 4.22 nM und es weist eine
Selektivitat von 2700 A1R/A3R auf [4]. Im Vergleich dazu weist Adenosin selbst nur eine
geringe Affinitat von K;= ~ 1uM [69] zum A3R auf. In Tierversuchen zeigte sich die grolte
["|*F]FE@SUPPY — Aufnahme in der Leber, sowie eine ausgepragte Verteilung in Nieren,
Lunge und Herz. Im Gehirn wurde hingegen nur eine mittlere bis kleine Aufnahme gemessen.
Der erwahnte Rezeptortyp wird in Zusammenhang mit zahlreichen Erkrankungen gebracht
(siehe Kapitel 2.3 und 2.3.1) [4, 5, 10, 11].

2.2.1. FE@SUPPY und Analoga
Die Derivate des FE@SUPPY unterscheiden sich hinsichtlich ihrer chemischen Reste an der
Carboxylsaure beziehungsweise an der Thiolsdure. Sie beinhalten somit Thio- und
Carboxylester. Unter Tabelle 1 finden sich alle Analoga, einschliellich einer Auflistung ihrer

chemischen Reste an Carboxyl- bzw. Thiolsaure und ihrer Struktur.

Tabelle 1 Unterscheidung der FE@QSUPPY -Derivate

Analogon V Rest an der | Rest an der | Struktur
Carbonsaure Thiolsiure

SUPPY':0 - -

FE@SUPPY Fluorethyl Ethyl

FE@QSUPPY:2 Ethyl Fluorethyl
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FE@SUPPY:11 Fluorethyl -

FE@SUPPY:21 - Fluorethyl
(FE)2@SUPPY Fluorethyl Fluorethyl
FEMe@SUPPY | Fluorethyl Methyl
FEMe@SUPPY:2 | Methyl Fluorethyl
DFE@SUPPY - Ethyl

DFE@SUPPY:2 | Ethyl -
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Me@SUPPY:11 | Methyl -

Me@SUPPY:21 | - Methyl

(Me)2@SUPPY | Methyl Methyl

Y sjehe Strukturverzeichnis fiir IUPAC-Nomenklatur

2.2.2. Fluor 18 und seine Produktion
B wird fur die Herstellung von vielen in der Routine eingesetzten diagnostischen
Radiotracern verwendet. Der wohl bekannteste Tracers ist die ‘®F-Fluordesoxy-Glucose
([*®*F]FDG). Die Halbwertszeit von *®F liegt bei 109,8 min und erlaubt somit den Transport
dieser [*®F]-Tracer an andere PET-Zentren, ist aber gleichzeitig kurz genug um die
Strahlendosis zu begrenzen. Fluor-18 ist kein nattrlich vorkommendes Radionuklid und wird
deshalb im Zyklotron hergestellt. In der *20(p, n) **F-Reaktion wird das Sauerstoffisotop, ‘20,
mit Protonen beschossen und **F gewonnen [1, 29]. Durch diesen Beschuss wird ein Neutron
aus dem Atomkern hinaus katapultiert. Die Atommasse (A) bleibt gleich, wahrend sich die

Ordnungszahl (Z) um 1 reduziert.
PO +p — BF +n

Abbildung 2 O(p, n) **F-Reaktion
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2.3. Adenosin

NH,
N \N
)
HO N N/
0]
OH OH

Abbildung 3 Chemische Struktur des Adenosins.

Adenosin (((2R,3R,4S,5R)-2-(6-Aminopurin-9-yl)- 5-(hydroxymethyl)oxolan-3,4-diol)) ist ein
natlrlich vorkommendes Nukleosid, das aus der Purinbase Adenin und einer B- D Ribose
besteht. Als Desoxyribonukleinsédure- und Ribonukleinsédurebestandteil (Polynucleotide),
sowie als Hauptkomponente der energiereichen Phosphatverbindungen Adenosin-
Mono/Di/Tri-Phosphat (AMP, ADP und ATP) und der Coenyzme
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat und Nicotinamidadenindinukleotid ist Adenosin
ubiquitar im menschlichen Korper enthalten. Es fungiert somit als Erbinformationstréger,
Energietibertrager und Modulator verschiedener Signalkaskaden, in dem es beispielsweise als
Autakoid direkt an G-Protein gekoppelten Adenosinrezeptoren (Al, A2A, A2B und A3)
bindet. Adenin kann de novo synthetisiert, im Stoffwechsel recycelt oder mit der Nahrung
aufgenommen werden. Die extrazellulare Hauptquelle des Adenosins bildet der Abbau von
ATP durch Ectonukleotidasen nach dem Transport aus dem Intrazelluldarraum durch die
Equilibrativen Nucleosid Transporter.

Wie schon erwéhnt sind die Wirkungen von Adenosin vielseitig und essentiell. Durch
Stimulierung der Ausschuttung verschiedener Neurotransmitter wie Dopamin, Acetylcholin
oder Noradrenalin, hat Adenosin Einfluss auf das kardiovaskuldre System, auf das
Zentralnervensystem und den Magen-Darmtrakt. Auflerdem hat es immunmodulierende
Effekte, wie zum Beispiel die Stimulation von eosinophilen Granulozyten. Adenosin hat
dariiber hinaus einen groRen Einfluss auf die Zellproliferation, dies wurde durch die
Anwendung von Pharmaka bestatigt, die adenosinsteigernde Effekte auslésen und die

Tumorsensitivitat gegeniber Zytostatika erhohten.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Adenosin eine Vielzahl von Funktionen im Korper
erflllt, die abhéngig von der vorliegenden Form des Adenosins, der Konzentration und der
Aktivierung bzw. Blockierung der verschiedenen Rezeptorsubtypen sind. Die Auspragungen
der verschiedenen Adenosinrezeptorsubtypen kdénnten mit zahlreichen Krankheitsbildern in
Zusammenhang stehen. Forschungsrelevante Anwendungsgebiete sind Tumordiagnostik und
—therapie, Entzundungsreaktionen, kardiovaskuldre Erkrankungen und neurodegenerative
Effekte [5, 6, 7, 9, 10, 16].

2.3.1. Adenosin A3- Rezeptor

Die Adenosinrezeptoren gehdren zu den purinergen Rezeptoren und kénnen weiter in zwei
Gruppen, dem purinergen Rezeptor 1 (P1) und dem purinergen Rezeptor 2 (P2), eingeteilt
werden. Neben den Adenosinrezeptorsubtypen A;, Az und Az, gehort auch der As zur
Gruppe der P1 [48]. Sie weisen alle eine unterschiedliche Affinitdt zu Adenosin auf.
Vergleicht man die einzelnen Affinitaten féllt auf, dass Adenosin eine héhere Affinitat zu den
Rezeptorsubtypen A; und Az, (Ki= 10-30 nM) aufweist als zu den Subtypen Ay, und Az (Ki=
~1uM) [5]. Die P1 aktivieren (Az/Az) oder inhibieren (Ai/Asz) die Adenylatzyklase (AC)
oder zyklisches AMP (cAMP)-Signalwege Uber die Bindung durch Adenosin. Alle
Adenosinrezeptorsubtypen sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Superfamilie GPCR).
GPCR sind integrale Membranproteine, die aus sieben transmembranen Helices bestehen und
an der Oberflache der MembranaufRenseite gelegen sind. Der Ligand Adenosin bindet an der
Rezeptorbindungsseite der Extrazelluldrseite und aktiviert das G-Protein. Das inaktive G-
Protein enthélt ein Guanindiphosphat, welches abgespalten wird. Daraus resultiert eine
erhdhte Affinitdit des G-Proteins zum Guanintriphosphat, welches nun bindet und die
Ausldsung eines Signalweges bewirkt. Dabei kann durch Rezeptoraktivierung ein Signalweg
aktiviert oder inhibiert werden. Die Aktivierung der Adenosinrezeptoren Ay inhibiert die
AC, wéhrend die Aktivierung von Azans die AC und den cAMP-Signalweg stimuliert. Im
Detail induzieren GPCR ihr Signal entsprechend der verschiedenen G-Proteine: Gs (Stimuliert
die AC), G; (Inhibiert die AC), G4 (Aktiviert die Phospholipase C) und G153 (Beeinflusst die
Durchlassigkeit von lonenkanélen, wie der Cl Kandle). Neben dem AC Signalweg,
modulieren die Adenosinrezeptoren also auch Phospholipase C, den MAPK Kinase Weg und
die Proteinkinase A-Konzentrationen. Diese Secondmessenger-Kaskaden und Signalwege

werden mit inflammatorischen Reaktionen und Tumorformationen in Verbindung gebracht.
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An dieser Stelle ist erwéhnenswert, dass der A3R in hohen Konzentrationen in verschiedenen
Tumorgeweben exprimiert wird [6, 9].

A3R-Antagonisten und A3R-Agonisten konnten vor inflammatorischen und allergischen
Reaktionen, wie der Ausschittung von Histamin aus Mastzellen schiitzen und Hypotensionen
entgegenwirken, wéhrend hoch selektive Agonisten kardioprotektiv wirken [46]. Eine 2011
veroffentlichte Arbeit von Zhu et al. Beschreibt die Aktivierung des Serotonintransporters (5-
HTT) durch Aktivierung des A3R in vivo, ex vivo und in vitro (in A3R -/- Knockoutmdusen
findet keine Stimulation statt) [50]. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass der A3R auch
im Zusammenhang mit zahlreichen psychiatrischen Erkrankungen steht. Zukinftige
Anwendungsmdglichkeiten kdnnten auBerdem aufgrund der erhohten Dichte in Krebszellen
(beispielsweise Kolonkarzinom und —zelllinien, Prostatakrebszellen, Brustkrebszellen sowie
Lungenkrebs, Melanomen und Leuk&miezellen) Tumortherapeutika oder Tracer, die flr die
Diagnostik verwendet werden konnten, sein. A3R-Agonisten stimulieren in gesunden Zellen
die Produktion von Wachstumsfaktoren (ber die Induktion des Nuclear Factor ‘kappa-light-
chain-enhancer’ of activated B-cells (Nfik-B) Signalfaden. In Tumorzellen erzielen sie jedoch
entgegengesetzte Wirkung und l6sen Apoptose aus und induzieren wachstumshemmende
Faktoren iiber Authebung der Nfic-B und Wnt Signalwege [55, 56]. Uber den A3R ist noch
nicht vieles bekannt, jedoch stehen die Anderungen in der Expressionsrate, Hemmung und
Aktivierung des Rezeptors in Diskussion an verschiedenen Pathomechanismen beteiligt zu
sein  (neurologische, affektive  Stdrungen, kardiovaskulare, onkologische und
inflammatorische Prozesse) [6, 7, 47, 55, 56, 69].

2.4. Pharmakokinetik

Die Pharmakologie ist die Wissenschaft von den Wechselwirkungen zwischen Stoffen
(Xenobiotika) und Lebewesen. Sie beschreibt den gesamten Prozess beginnend mit der
Aufnahme bis hin zur Ausscheidung einer pharmakologisch aktiven Substanz. Auch endogene
Stoffe, Nahrstoffe und andere zugefiihrten Substanzen unterliegen einer Kinetik und den
Einzelschritten der Liberation, Absorption, Distribution, dem Metabolismus sowie der
Exkretion. Haufig findet man die zusammenfassende Abkirzung ,,LADME®. Wie auch im
Falle der Abkirzung LADME werden Metabolismus und Biotransformation in der
Pharmakologie oft synonym verwendet, dabei ist mit dem Ausdruck ,,Metabolismus*

eigentlich die Gesamtheit der LADME-Prozesse gemeint. Aus der Sicht des verwendeten
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Terminus ,,Metabolit”, der fiir ein Produkt der xenobiotischen Biotransformation steht, wird
auch in dieser Arbeit Biotransformation und Metabolismus gleichgesetzt.

Damit ein Radiopharmakon bzw. Radiotracer klinische Verwendung finden kann, sind neben
der Standardisierung der Synthese, sowohl des markierten Tracers als auch des Prékursors,
die Strahlenbelastung und vor allem die metabolische Stabilitdt gefragt. Eine schnelle
Metabolisierung kann mit einer erhéhten Ausscheidungsrate, einem fehlerhaften Signal durch
radioaktive Metaboliten in der Zielregion oder eine Affinitatsverminderung durch
enzymatische Spaltung bzw. Veranderung der Molekdlstruktur einhergehen.

Ein Pharmakon, genauso wie jede andere dem Korper zugefiihrte Substanz, unterliegt der
Biotransformation, die zu Spaltungen und Modifizierungen der Molekilstruktur fiihrt. Die
Bedeutung der Biotransformation liegt in der Detoxifizierung von Substanzen (Kanzerogenen,
Toxinen und Medikamenten) durch Inaktivierung oder durch Ausscheidung. Verantwortlich
dafir sind detoxifizierende Enzyme. Neben den essentiellen Néhrstoffen zur
Energiegewinnung und Stoffwechselleistungen, inkorporiert der Mensch auch unzéhlige
Xenobiotika (sekundare Pflanzenstoffe, Medikamente, Pestizide usw.) [19].

Annéhernd jedes Medikament ist lipophil, das wird mit der effektiveren Resorption lipophiler
Substanzen aus dem Magen-Darm-Trakt erklart (im Vergleich zu hydrophileren Stoffen
gleichen molekularen Gewichts). Dies bedeutet gleichzeitig eine limitierte bili&re und renale
Ausscheidung und eine Steigerung der Akkumulationswahrscheinlichkeit im Koérper. Im
Laufe der Evolution bildete sich deshalb ein komplexes Enzymsystem, mit dessen Hilfe
natlrliche Xenobiotika, wie Phytoalexine abgebaut und ausgeschieden werden kdnnen. Dieses
Enzymsystem ist heute in der Lage neben endogenen Substanzen viele Xenobiotika
(Pestizide, Medikamente, Phytoalexine, Toxine usw.) abzubauen. Alle lebenden Organismen
besitzen derartige Systeme zum Abbau von exogen zugefihrten Stoffen und endogenen
Substanzen.  Vor allem  Darmepithelzellen, Leberzellen beziehungsweise das
endoplasmatische Retikulum (ER), sowie die Mitochondrien sind metabolisch hochaktive
Organe bzw. Organellen. Nach Passieren des Darmtraktes oder der Leber kann ein
sogenannter ,,First-Pass-Effekt* auftreten; damit ist eine direkte Metabolisierung unmittelbar
nach Aufnahme oder Passieren des entsprechenden Korperorgans gemeint. Enzyme
unterscheiden nicht zwischen endogenen und exogenen Stoffen, jedoch liegt im Vergleich zu

Xenobiotika bei endogenen Stoffen eine sehr enge Substratspezifitat vor [1,3, 15].
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2.4.1. Biotransformation

Die Biotransformation umfasst zwei verschiedene Prozesse, die man als Phase | und Phase Il
bezeichnet. Entsprechend werden auch die an der jeweiligen Phase beteiligten Enzyme in
Phase | und Phase IlI-Enzyme eingeteilt. In der Phase | werden lipophile Substrate durch
Oxidation, Reduktion, Decarboxylierung und Hydroxylierung zu hydrophileren Zwischen-
produkten, die nun freie funktionelle Gruppen (Carboxylgruppe, Hydroxylrest,
Aminogruppen etc.) besitzen. Diese Produkte, auch Primérprodukte genannt, entstehen h&ufig
durch die katalytische Wirkung des Cytochrom-P450 (CYP450) Enzymkomplexes.
In der Phase Il der Biotransformation Ubertragen verschiedene Transferasen endogene

Agenzien, wie Sulfonsauren, Aminosauren und Glucuronide auf die Primérprodukte und

konjugieren diese an
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Abbildung 4 zeigt beispielhaft die Biotransformation an den ER der Leber durch Phase
I und Phase Il Enzyme [60].

AuRerdem wird der Weg der Exposition (nasal, dermal oder durch orale Inkorporation)
aufgezeigt und es erfolgt eine Auflistung der funktionellen Gruppen der Phase I
Reaktion und der Produkteigenschaften nach Phase 11-Konjugationsreaktionen.

Die Enzymaktivitat variiert individuell und zwischen Bevdlkerungsgruppen, sodass der
Metabolismus in einer unterschiedlichen Effizienz ablduft, man spricht von Schnell- bzw.
Langsam-Metabolisierern. Griinde dafir sind Fehlen von substratspezifischen Enzymen,
Transformationen der Enzyme, Uberproduktion oder Inhibition von Enzymen. Die Atiologie
daflr liegt im Alter, dem Geschlecht, der Genetik (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
und ist mit Wechselwirkungen mit Medikamenten und Nahrungsmitteln (Drug-Drug-

Interaction und Drug-Nutrient-Interaction) assoziiert.
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2.5. Enzyme

2.5.1. Einleitung
In jedem lebenden Organismus spielen sich verschiedene chemische Reaktionen permanent
und reichlich ab. In den meisten Fallen wiirde eine spontane Reaktion gar nicht oder nur sehr
langsam und mit hohem Energieaufwand erfolgen. Mit Hilfe von Enzymen und Ribozymen
laufen diese Reaktion kontrolliert ab. Enzyme sind Biokatalysatoren, die Reaktionen
beschleunigen, in dem sie die Aktivierungsenergie senken. Im Gegensatz zu anderen in der
Chemie verwendeten Katalysatoren, setzt ein Enzym nur ein spezifisches oder nur wenige
Substrate um. Isoenzyme besitzen eine andere Aminosduresequenz, katalysieren aber das
gleiche Substrat bzw. die gleiche Reaktion. Abbildung 5 zeigt die erhohte
Aktivierungsenergie einer Reaktion ohne Enzymbeteiligung, im Vergleich zu einer mit
Enzymbeteiligung. Die Reaktionsgeschwindigkeit kann bis um den Faktor 10® bis 10%°
beschleunigt werden [26]. Katalysatoren beschleunigen chemische Reaktionen ohne die
Gleichgewichtslage zu verandern. Wéhrend der Reaktion gehen Enzym und Substrat
kurzzeitig eine Verbindung ein (Enzym-Substrat-Komplex, ES), in der die Reaktionsfahigkeit
des Substrates deutlich erhoht ist (Siehe Kapitel 2.5.5.Enzymkinetik, Abb. 6). Durch
Konformationsédnderung des Enzyms und nach Einstellung des Reaktionsgleichgewichts
erfolgt die Umwandlung zum Produkt. Nach Trennung des entstandenen ES, kehrt der

Katalysator wieder in seine ursprungliche Form zuriick [15, 16, 17].

Without
| enzyme

Enzyme lowers
activation
energy by

this amount

with [ T
enzyme

Energy

Progress of

reaction -
. }— Product

Abbildung 5 Unterschied der Aktivierungsenergie mit und ohne Enzym.
Unter Biokatalysatorenbeteiligung (Enzym oder Ribozym) verringert sich die
Aktivierungsenergie und die Reaktionsgeschwindigkeit beschleunigt sich, wahrend sich
die Gleichgewichtslage der katalysierenden Reaktion nicht verandert [26].
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2.5.2. Klassifizierung
Die internationale Union der Biochemie und Molekularer Biologie fuhrte ein hierarchisches
Klassifikations- und Nomenklatursystem ein, das auf der Art der Reaktion basiert und
allgemeine Giiltigkeit besitzt. In Tabelle 2 sind die sechs Hauptklassen aufgelistet, zusatzlich

wird die Art der katalysierten Reaktion beschrieben und Enzymbeispiele aufgefiihrt.

Tabelle 2 Enzymklassen, ihre katalytischen Eigenschaften und Enzymbeispiele.

Klasse Reaktion und Funktion Beispiele

Oxidoreduktase S 4 +8S Lactatdehydro-
genase

Succinatdehydro-

Oxidation eines Substrates bei gleichzeitiger | genase

ox = sox+ s‘red

Reduktion eines anderen Pyruvatdehydro-
genase
Transferasen Hexokinase
51-52 4—) 51 + sz Glykogen-
phosphorylase
Transfer verschiedener funktioneller Gruppen von
einer Substanz auf eine andere
Hydrolasen Proteasen,
$,-S, +H,0 e=——=S,-OH +S,-H Peptidasen
Esterasen

. : Glykosidasen
Hydrolytische Spaltung von funktionellen Gruppen YKOS!

oder Substanzen

Aldolase
Transketolase
Fumarase

Lyasen S$1-X+S) e $;+85,X

Nicht hydrolytische Spaltung von funktionellen
Gruppen oder Substanzen

Isomerasen Isomerisation : Umwandlung isomerer Verbindungen | Retinaliosmerase
Triosephosphat-
isomerase
UDP-Galactose-
4-Epimerase

Ligasen Energieabhéngige Verknipfung von Bindungen Pyruvat-
carboxylase
Acyl-CoA-
Synthetase
Glutamin-
synthetase

[Modifiziert nach 16]
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2.5.3. Enzyminhibition
Die Enzyminhibition ist ein relevanter Bereich und kommt sehr haufig im Organismus vor.
Neben physiologischen Inhibitoren (Proteinaseinhibitoren), kommen auch unphysiologische
Hemmstoffe vor. Zu diesen zahlen viele Zellgifte und Arzneimittel. Substanzen, die die
katalytische Aktivitat eines Enzyms andern, werden als Effektoren bezeichnet. Dabei sind
positive Effektoren Aktivatoren (verbesserte katalytische Leistung) und negative werden als
Hemmstoffe oder Inhibitoren (I) bezeichnet. Es werden zwei Klassen von | unterschieden: die
Reversiblen und die Irreversiblen. Eine weitere Einteilung erfolgt nach Bindungsort. Erfolgt
die Inhibition am aktiven Zentrum, spricht man von einer isosterischen Hemmung und bei
einer Bindung aul3erhalb des aktiven Zentrums von einer allosterischen Hemmung.
Hat ein | strukturelle Ahnlichkeit zum Substrat und konkurriert mit diesem um die gleiche
Bindungsstelle des Enzyms, wird er kompetitiver Inhibitor genannt. Ist | affiner oder in einer
hoheren Konzentration vorhanden, wird ein Enzym-Inhibitor-Komplex (EI) gebildet, mit dem
Unterschied, dass keine Reaktion ausgeldst wird. Je hoher die Affinitat von | zum Enzym ist,
desto mehr EI entstehen und desto weniger freies Enzym ist vorhanden. Das bedeutet, dass
die messbare Reaktionsgeschwindigkeit (V) verlangsamt ist. Wenn dagegen die
Konzentration oder die Affinitdt des | zum Enzym gering ist, ware die freie
Enzymkonzentration hoher. In diesem Fall ist V' unverandert. Verdeutlicht werden kann dies
anhand der Inhibitionskonstante, K;. Je kleiner der numerische Wert fiir K; ist, umso potenter
ist die Wirkung von | flir das betreffende Enzym (K; = [E] * [I] / [EI]).
Fur beide Situationen gilt: Bei Erhéhung der Substratkonzentration ([S]), reduziert sich die
Konkurrenz durch | und die Wahrscheinlichkeit einer ES-Bildung nimmt zu. Mit Erhéhung
des ES/EI Quotienten nimmt somit auch V zu. Eine kompetitive Enzyminhibition kann durch
Erh6hung der [S] aufgehoben werden. Diese Verhaltnisse gelten nur fir reversible
Hemmungen, da bei irreversiblen Hemmungen der El bis zum Abbau des gesamten
Komplexes erhalten bleibt.
Nichtkompetitive Inhibitoren besitzen keine chemischen Ahnlichkeiten zum Substrat und
konkurrieren deshalb nicht mit diesem um die gleiche Bindungsstelle. Sie sind in der Lage an
einer anderen Stelle des Enzyms zu binden und das sowohl am freien Enzym, als auch unter
Ausbildung eines Enzym-Inhibitor-Substrat-Komplex (EIS). Deshalb ist hdufig nur die Vyax
eines Enzyms reduziert, ohne dass sich Ky, verandert. EIS zerfallt langsamer zum Produkt als
ES, die Reaktion kommt also nie vollstdndig zum Stillstand. Das heif3t, die einfache
nichtkompetitive Hemmung veréndert die Affinitdt des Enzyms bzw. EI zum Substrat nicht

und es findet durch die Bindung von | keine Konformationsédnderung am aktiven Zentrum des
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Enzyms statt. Da allerdings Wechselwirkungen (Konformationsédnderungen etc.) tiber grolie
Distanzen in Proteinen stattfinden, gehort diese Form der reversiblen Inhibition zu den
Seltensten. Die unkompetitive Hemmung kommt hingegen haufiger vor und fihrt aufgrund
der ausschlielflichen Bindung an ES auch zu keiner Konformationsanderung des aktiven
Zentrums. Auch in diesem Fall ist \V verringert. Bei der irreversiblen Hemmung kann nicht
zwischen Inhibitoren und Enzymgiften unterschieden werden, auch durch Erhéhung der [S]
kann die Hemmung nicht wieder aufgehoben werden. Die eigentliche Inhibition beruht auf
einer Reaktion der fur die Enzymkatalyse essentiellen Sulfhydrylgruppen.

Enzyminhibitoren haben in der Medizin groRe Relevanz. Viele Antibiotika basieren auf dem
Prinzip der Enzymhemmung, um spezielle Stoffwechselwege von Bakterien zu unterdriicken
und ihnen damit Lebensgrundlagen zu entziehen [16].

2.5.4. Modifikation der Enzymaktivitat

Die Quantifizierung von Enzymen erfolgt generell mittels Bestimmung der Enzymaktivitat
und Determinanten, die diese beeinflussen. Als hoch aktive Katalysatoren sind Enzyme nur in
sehr niedrigen Konzentrationen vorhanden. Der Nachweis erfolgt daher indirekt, tber den
Nachweis der Reaktion und des ReaktionsausmaRes. Die Enzymaktivitat ist abhéngig von
Cofaktoren, Substratkonzentrationen, Temperatur, pH-Bereich, lonenbalance und der
Enzymqualitat selbst.

Jede chemische oder physikalische Verdnderung der Umgebung und der Konstellation hat
einen Einfluss auf die Enzymaktivitat.

2.5.5. Enzymkinetik

Die Enzymkinetik visualisiert und beantwortet die Frage der Geschwindigkeit einer
Enzymreaktion verschiedener Substratkonzentrationen zu einer definierten
Enzymkonzentration. Die SI-Einheiten Katal (kat) beschreibt die Enzymaktivitét (katalytische
Aktivitat), dabei entspricht 1 kat der Enzymmenge die 1 mol Substrat pro Sekunde unter
definierten Bedingungen umsetzt, wéhrend die alte Bezeichnung U (Unit oder International
Unit (IU)) der Enzymmenge entspricht die 1 pumol Substrat pro Minute unter definierten
Bedingungen umsetzt. In medizinischen Bereichen ist es weiterhin tblich mit 1U zu arbeiten
(1 kat= 1 x mol/s= 60 x 10° U). Es existieren zahlreiche Darstellungsformen wie die

Michaelis-Menten Kinetik, Time Course Analysen, Lineare Plots, sigmoide Kinetiken oder
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Pre-Steady State Kinetiken. Eine hdufig verwendete und bekannte Form der Darstellung ist
die Michaelis-Menten Kinetik. Viele andere Formen basieren auf diesem 1913 vom deutschen
Biochemiker Leonor Michaelis und der kanadischen Medizinerin Maud Leonora Menten

entworfenen chemischen Enzym-Reaktions-Modell.

k
E+S ﬁ"‘ B L E+P
L

Subistrate binding Catalytic step

Abbildung 6 Enzym-Reaktion Modell (nach Michaelis-Menten) [16].

[E] beschreibt die Enzymkonzentration, [S] die Konzentration des Substrates, [ES] die des
Enzym-Substrat Komplexes und [P] steht fir die aus dem Substrat entstandene
Produktkonzentration. ki, k.1 und k; stehen fur die Konstanten der Reaktionsgeschwindigkeit,
wobei ki definiert ist als Gleichgewichtskonstante, die zur ES-Bildung fuhrt, wéahrend k_; fiir
die umgekehrte Reaktion hin zum freien Enzym und Substrat steht. Dementsprechend ist mit
k, die Konstante der Reaktion gemeint, die zur Bildung des Produktes und des erneut
freigesetzten Enzyms flhrt.
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Abbildung 7 zeigt eine typische Sattigungskurve der Michaelis-Menten Kinetik mit den
beschreibenden Werten Ky, Vimax Und %2 Viax.

Auf der Abszisse ist die Konzentration des Produktes und der Ordinate die
Reaktionsrate, also Reaktionsgeschwindigkeit aufgetragen [16].

Abbildung 8 zeigt Michaelis-Menten Gleichung unter Bezugnahme der Kinetik [16].

Die Michaelis-Menten Gleichung unter Abbildung 8 beschreibt die Werte Viax, Kmn und [S].
Vmax ISt definiert als maximale Umsatzrate, die in dieser Reaktion bei konstanter

Enzymkonzentration erreicht werden kann. Dies entspricht einer Substratsattigung des
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Enzyms. Ky, ist definiert als [S], bei der die Umsatzrate halb so groB ist wie Vmax bzw. eine
Halbsattigung der Enzyme vorliegt. K, kann aber auch als inverse Einheit der
Substrataffinitdt zum Enzym interpretiert werden. Ein kleiner numerischer K—Wert ist mit
einer hohen Affinitat von Substrat zu Enzym assoziiert (K= [E] X [S]/ [ES]), daraus resultiert
ein schneller Anstieg bis zu Vma. Umgekehrt steht ein grofRer numerischer Ky, fur eine
geringe Affinitdt und somit fir eine hohere Stabilitt des Substrates gegeniiber dem Enzym
und fuhrt zu einer langeren Sattigungsphase, entsprechend mit einem hoheren V., also einer
verlangsamten Umsatzrate. Die Werte Kn, Vmax Und %2 Vpax kdnnen zur graphischen
Verdeutlichung an Abbildung 7, der Kinetik, abgelesen werden. In anderen Worten
ausgedriickt, beschreibt die Michaelis-Menten Gleichung die Veranderung der [P] uber die
Verénderung in der Zeit [16, 17, 30, 33].

2.5.5.1. Substratkonzentration

Die [S] beeinflusst die Enzymkinetik. Die folgenden Punkte beschreiben kurz, in welcher
Hinsicht die Enzymreaktion verandert wird.

(1) Bei sehr geringer [S], ist nicht die volle Arbeitskapazitit der Enzyme ausgeschopft, sodass
die ,,Turnover-Rate* linear mit der Substratkonzentration steigt. Die meisten Enzyme liegen
frei vor. Graphisch dargestellt wirde dies eine exponentiell ansteigende Gerade seien oder der
Initialphase der Michaelis-Menten Kinetik entsprechen. In dieser Phase der Michaelis-Menten
Kinetik ist V von [S] abhéngig.

(2) Am Punkt der %2 Vnax liegt die Halfte der Enzyme frei und die andere Halfte als ES vor.
Dementsprechend wird mit Erhéhung der [S] die Konzentration der ES erhéht und die
Konzentration der freien Enzyme reduziert. Ein Grund dafiir ist, dass mit steigender [S] auch
die Wahrscheinlichkeit fiir die ,,Kollision® von Enzym und Substrat steigt und es somit zur
Bildung von ES kommt.

(3) Wird [S] schrittweise erhoht, wahrend alle anderen Bedingungen (Enzymkonzentration,
Temperatur etc.) gleich bleiben, so erreicht die Initialgeschwindigkeit, V, einen maximal
Wert, Vmax, der durch weitere Substratzugabe nicht mehr veréndert werden kann. Alle
Enzyme haben Substrat gebunden, die Enzyme sind substratgesattigt [16, 33].
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2.5.6. Carboxylesterase

Die CESs sind 60 kDa schwere Enzyme, die ubiquitar im S&ugetierorganismus verteilt sind,
mit der grofiten Konzentration bzw. dem hochsten Expressionsprofil in den ER der
Leberzellen. CESs gehdren zu den Phase | Enzymen der Biotransformation und werden
innerhalb dieser Gruppe zu den Hydrolasen gezdhlt (dritte Hauptklasse der Enzyme, a, B-
hydrolase-fold family). Zu den Hydrolasen gehéren auBer den CESs auch die
Pseudocholinesterasen und die Paraoxonasen, diese sind in der Lage funktionelle Gruppen
von Xenobiotika wie Carboxylester, Amide, Thioester, Phosphorsdureester und
Saureanhydride zu hydrolisieren. Die Hydrolyse der Carboxylester, Amide und Thioester
wird zum groRten Teil von den CESs katalysiert, die wie bereits erwahnt in verschiedenen
Geweben und im Serum lokalisiert sind. AuBerdem sind zwei Subtypen im Blut zu finden, die
echte Acetylcholinesterase, die an der Erythrozytenmembran als dimeres Enzym vorliegt (im
Gegensatz zur tetrameren Struktur des gleichen Enzyms im Nervensystem) und die
Pseudocholinesterase, welche auch als Butyrylcholinesterase bekannt ist und im Serum zu
finden ist. Durch die katalytische Wirkung der CESs an zahlreichen verschieden chemisch-
funktionellen Gruppen wird Klar, dass diese einen wichtigen Part in der Detoxifikation und
der metabolischen Aktivierung von endogenen und exogenen Substanzen wie Pharmaka,
diversen Umweltgiften und Kanzerogenen einnimmt und deshalb hdaufig fur in vitro
Metaboliten-Versuche herangezogen wird. In der Arzneimittelentwicklung werden sie haufig
zur Testung der metabolischen Stabilitdt verwendet und ein weiteres interessantes
Themengebiet umfasst die Entwicklung von Prodrugs, die erst durch Spaltung durch CESs
ihre Wirkung erzielen [15, 20, 21, 22, 28, 54].

2.5.6.1. Klassifizierung und katalytische Eigenschaften
Die Klassifizierung der katalysierenden Reaktion (Substratspezifitat) der CESs erscheint,
basierend auf der Richtlinien der International Union of Biochemistry, unrealisierbar, da
vermehrt klar wird, dass Esterasen eine iberlappende und grof3e Substratspezifitat gegeniiber
verschiedenen Estern und Amiden aufweisen. Daher existieren verschiedene
Klassifizierungssysteme der CESs. Eine 1953 von W.N. Aldridge vorgeschlagene
Klassifizierung [28], basiert auf der natlrlichen Interaktion der Esterasen mit
Organophosphaten. Dabei werden drei Hauptklassen unterschieden (A-C):. Die A-Esterasen
hydrolysieren Organophosphate, wahrend die B-Esterasen durch diese in ihrer katalytischen

Wirkung inhibiert werden und die C-Esterasen keinerlei Wechselwirkungen mit
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Organophosphaten aufweisen. Die CESs sowie die Cholinesterasen gehoren der Klasse B an.
1966 postulierte K.-B. Augustinsson [28], dass der Hauptunterschied der Klassen A und B
nicht die Wechselwirkungen mit Organophosphaten sei, sondern der Aminosdurerest am
aktiven Zentrum. Die A-Esterasen beinhalten einen Cysteinrest, wéahrend die B-Esterasen
einen Serinrest enthalten. Diese Vermutung wurde jedoch nur fur die B-Esterasen bestatigt,
weshalb man sie auch als Familie der Serin-Esterasen bezeichnet. Nachdem die CESs eine
Vielzahl von katalytischen Funktionen aufweisen, also nicht ausschlie}lich Carboxylester
spalten, ist eine Einteilung nach Funktion schwierig. Auf dieser Grundlage macht die
Einteilung nach Vergleich der Aminoséauresequenzen (egal welcher Spezies) mit der humanen
Carboxylesterasesequenz mehr Sinn, wie es Satoh und Hosokawa 1998 vorschlugen. Danach
werden funf Hauptgruppen unterschieden, die als Isoenzyme CES1, CES2, CES3, CES4 und
CES5 bezeichnet werden. Unter die Hauptgruppen CES1 und CES2 fallen die meisten CESs,
es sind also die zwei groRten Gruppen besagter Isoenzyme. Diese finf Hauptgruppen (CES1-
CES5) der Isoenzyme représentieren die Enzymfamilie und kdnnen weiter in insgesamt acht
Subfamilien (A bis H) eingeteilt werden. In der ersten Familie werden beispielsweise drei
Subfamilien CES 1A, CES 1B und CES 1C unterschieden. Die erste Subfamilie kann
wiederum in Gruppen unterteilt werden, die wie folgt bezeichnet werden CES 1A1, 1A2, und
1A3. Die anschlieRende Nummerierung nach der Beschreibung der Subfamilie mittels
Buchstaben (A-H), beschreibt ein individuelles Gen [20, 21, 22].

Wie mehrfach erwahnt katalysieren alle Isoenzyme der CESs effektiv die Hydrolyse von
verschiedenen Estern zu freien Sauren und Alkoholen und die Hydrolyse von Amiden. Laut
Satoh und Hosokawa differiert die Funktion der Subfamilien jedoch in ihrer Substratspezifitat
und sie katalysieren somit spezielle Ester. Zum Beispiel spaltet CES1 hauptsachlich Substrate
mit kleinen Alkoholgruppen und langen Acylresten, aber es kann auch mit kurzkettigen
Acylgruppen und langkettigen Alkoholresten reagieren, wahrend das Isoenzym CES2 nur
Substrate mit langkettigen Alkoholen und kurzkettigen Acylresten identifiziert und katalysiert
[20]. Die Variation in Struktur, Funktion und Lokalisation ist im Laufe der Evolution durch
Gendopplungen (Copy Number Variations), alternative messenger RNA Prozesse

(alternatives Splicing) und post-translationale Modifikationen zu erklaren [21].
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Abbildung 9 Vorgeschlagener Mechanismus der Carboxylesterase-Aktion [22].

Abbildung 9 zeigt die Substratbindung (A) und die Bildung des Intermediats (B) durch
Ladungs- und Doppelbindungsverschiebungen. HXEL-COOH beschreibt den C-Terminus
nach Einbuchstabenaminosaurecode und KDEL-Rezeptor sorgt fiir die Retention der Enzyme
auf die luminale Seite. Die katalytische Funktion der CES beruht auf der Aminosduretriade
Serin (S), Glutaminsaure (E) und Histidin (H). Es erfolgt eine Ladungsubertragung innerhalb
dieser drei Aminosauren (AS), aufgrund ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften. Die
positiv geladene (basische) AS, H, die aufgrund der Saurefunktionen negativ geladenen E und
S, welches einen nukleophilen Rest aufweist, sind an der Bindung von Substraten beteiligt.
Aufgrund des nukleophilen Angriffs wird das tetrahedrale Intermediat gebildet, dabei zerféllt
die Doppelbindung (nun vier Bindungen) am C-Atom des Carboxylesters, dieses
Zwischenprodukt wird durch Wasserstoffbriicken stabilisiert und schlielich der Ester
hydrolysiert und die Produkte entstehen.

Lebermikrosomen aller Sdugetierspezies enthalten zumindest eine Carboxylesterase, aber die
exakte Menge der exprimierten CESs ist in jeder Art von Spezies und Geweben unbekannt.
Weil CESs Glycoproteine sind, kann eine Variation im Kohlenhydratgehalt zu multiplen
Formen des Enzyms fuhren. In der Konsequenz bedeutet dies, dass die groRe Anzahl an
CESs, die mittels isoelektrischer Fokussierung und nichtdenaturierender Gelelektrophorese

identifiziert worden sind, wahrscheinlich die Menge an codierenden Genen tberschatzt [20].
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2.5.7. Mikrosomen und Cytochrom P450 Komplexe

Mikrosomen (griech. Fiir ,kleine Korper®) sind Membranausstiilpungen bzw. Fragment der
ER und entstehen z.B. durch Homogenisierung von Hepatozyten. Sie beinhalten
Enzymkomplexe des Phase | (CYP450) sowie zumindest einen CES-Subtyp. Die
Enzymkomplexe katalysieren  Hydroxylierungen,  Oxidationen, Reduktionen und
Decarboxylierungen von Xenobiotika. Dabei entstehen funktionelle Gruppen, die innerhalb
der Phase Il mit endogenen Substanzen konjugiert werden kdénnen und aufgrund der dadurch
erhdhten Hydrophilie vermehrt bzw. schneller eliminiert werden (siehe Kapitel
Biotransformation 2.4.1) [15].

2.5.7.1. Struktur und Klassifizierung der CYPs

CYP450 von Sé&ugetierspezies sind an Mitochondrien und ER membrangebunden und
inkludieren H&mproteine mit Hameisen. Der Stickstoff des Hamringes bindet direkt vier
Liganden, aber kann aufgrund seiner flachen Struktur dartiber hinaus zwei weitere Liganden
oben und unten binden. Der fiinfte Ligand ist ein Thiolat, welches negativ geladen ist und an
die Hambindungsseite der aktiven Seite des Cytochroms bindet [24].

CYP450s werden in Familien und Subfamilien je nach genetischer Ahnlichkeit unterteilt. Bei
einer Aminosauresequenz-Similiaritat von 40% und mehr gehdren diese einer Familie an, bei
einer Ahnlichkeit groRer als 55% werden sie in die gleiche Subfamilie eingeteilt [15]. Bis
heute sind 57 CYP Gene sequenziert worden und 58 Pseudogene. Die 57 Gene codieren fur
die 18 Familien und 44 Subfamilien der CYP450. Pseudogene translatieren keine Proteine.
[23]. Die folgende Tabelle 3 zeigt die drei wichtigsten CYP-Familien, ihre Funktion im

Metabolismus, sowie die Anzahl der Gene, die flr diese Familie codiert [25].
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Tabelle 3 Drei Familien der Cytochrom P 450 Enzyme und ihre Funktionen

CYP1 CYP2 CYP3
Menge der Gene | 3 Gene 16 Gene 4 Gene (3A4, 3A5,
und Subfamilien | 3 Subfamilien (2A6, 2A7, 2A13, | 3A7,3A43)
Y(Genname) (CYP1A1, 2CA2, | 2B6, 2C8, 2C9, | 1 Subfamilien
CYP 1B1) 2C18, 2C19, 2D6,
2E1, 2F1, 2J2,
2R1, 2S1, 2U1,
2W1)
13 Subfamilien
Hauptfunktion Fremdstoff- Fremdstoff- Fremdstoff-
(Beispiele) metabolismus metabolismus metabolismus
Hydroxylierung  von | Detoxifizierung (einer der wichtigsten)
Estrogen Hydroxylierung Metabolisierung  von
Oxydation von | von Steroiden mehr als 120
Uroporphyrinogen Katalysierung von | verschiedenen
Aktivierung von | Taxol, ein Chemo- | Substanzen
Komponenten zu | therapeutikum (Arzneimittel etc.)
Karzinogenen Metabolisierung
von Omeprazol,
einem
Protonpumpen-
Inhibitor
Induzierende (1) | 1 Polyzyklische | 1 Barbiturate 1 Alkohol
und Hydrocarbone  (aus | Antimykotika
reduzierende (|) | Zigarettenrauch  und
Faktoren verkohltem Essen)

Y Das Prafix CYP wird vor jedem Gen-Namen eingefiigt [24]

2.6. Blut-Hirn-Schranke

Die BHS ist eine physiologische Barriere zwischen dem externen Blutfluss (Blutkreislauf)
und der Extrazellularfltssigkeit des Zentralennerven-Systems (ZNS) und in allen Tetrapoden
vorhanden. Die Hauptaufgabe der BHS befindet sich in der Regulierung bzw. die Blockade
des Stofftransfers (Toxine, Pathogene, Glucose, Neurotransmitter usw.) zwischen peripheren
Blutkreislauf und ZNS.

Die BHS besteht im Wesentlichen aus Endothelzellen (EZ), die Uber Tight Junctions (TJ) eng
mit einander verbunden sind, sowie aus weiteren Zelltypen den Astrozyten und Perizyten und
der Basallamina, die von den endothelialen Zellen sezerniert wird und diese umschlief3t.
Zusammen bilden sie einen engen Zellverbund (der Abstand zwischen EZ und Astrozyten

bzw. Perizyten betréagt nur 20nm), der nur schwer passierbar ist.
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Die Basallamina ist eine Proteinschicht, die aus Kollagen Typ 1V, Heparinsulfat-
Proteoglykan, Laminin, Fibronektin und anderen extrazellularen Matrixproteinen gebildet
wird. Die sternenférmigen Astrozyten, die auch nach der Geburt teilungsfahig verbleiben,
umschlielRen die EZ. lThre Hauptfunktion liegt in der Nahrstoffversorgung der EZ und dariber
hinaus beeinflussen sie durch Botenstoffausschiittung die Durchléssigkeit des Endothels.
Neben den Astrozyten sind auch die Perizyten an der BHS-Funktion beteiligt. Etwa 20 % der
EZ sind mit Perizyten verankert und jede zweite bis vierte EZ ist mit einem Perizyt fest
verbunden unter Ausbildung von drei verschiedenen Arten von Verknipfungen: Dies sind
fokale Adhésion (Adhesion Plaques) und Peg-and-Socket Kontakte (durch Ausstllpungen
ineinander greifende Areale der EZ-Membran und des Perizyts), die Gap Junctions
(kanalbildende Proteinkomplexe und Adhasionsproteine) und TJ [38, 39]. Die TJ schliel’en
einen parazelludren Transport aus, folglich einen Transport durch Membranen benachbarter
Zellen.

Abbildung 10 Schematische Darstellung der
Tight Junction an der Blut-Hirn-Schranke.

Diese engen  Verbindung bestehen aus
verschiedenen  Transmembranproteinen  der
Claudin  und  Occludin  Familien.  Die
endothelialen Zellen des ZNS exprimieren nur
zwei Claudine, das Claudin-5 und Claudin-12,
wobei die Funktionen im Bezug auf die BHS fir
£ N das Claudin-5 mit Knockout-Méausen (CLDN-5
o - Gen) nachgewiesen wurden [49].
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Neben der diskutierten physiologischen Barriere
(anatomischer  Aufbau), ist die enzymatische

Barriere erwdhnenswert. Das Gehirn ist ein

metabolisch  hochaktives  Organ, die hohe
Mitochondriendichte und die darin enthaltenen
Enzyme deuten darauf hin. In den EZ sind nicht nur hohe Konzentrationen, sondern es sind
auch viele verschiedene Enzymklassen vertreten. Neben dem metabolischen Gleichgewicht
(Energiegewinnung), sorgen diese auch fur den Auf- und Abbau von Neurotransmittern.
Beispiele fur die im ZNS befindlichen Enzyme sind die y-Glutamyltransferase, die alkaline
Phosphatase und die Glucose-6-Phosphatase und weitere metabolisierende Enzyme, wie
Catechol-O-Methyltransferase, Monoaminooxidase oder CYP450 Familie. Aufgrund der
hohen Enzymdichte unterliegen Substrate teilweise schon wéhrend des Passierens oder des
Transportes durch die BHS der Biotransformation [12, 13, 14, 18].
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2.6.1. Transportsysteme
Die engverbundenen zelluldren Strukturen der BHS, erlauben nur wenigen kleinen lipophilen
Molekilen den Weg ins ZNS (O,, CO, und Hormone) und beschrankt die Diffusion von

GroReren oder Hydrophileren oder mikroskopischen Objekten (Bakterien).

Hydrophiie Molekiile Lipophile}\MoIekl’jIe
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Abbildung 11 Multimodales Transportsystem der Blut-Hirn-Schranke [modifiziert nach
27].

Die BHS weist neben der passiven Diffusion auch verschiedene aktive Transportsysteme auf,
deshalb werden diese auch multimodal genannt. Hydrophile Nahrstoffe und andere Peptide
passieren die BHS durch spezifische Transporter, andere kleine hydrophile Substanzen
(Wasser, Glycerin und Harnstoff) sind wie oben aufgezeigt in der Lage die TJ parazellular
passiv zu durchqueren. Die passive Diffusion (freie Diffusion) ist dabei die einfachste Form —
neben der MolekilgroRe, sind auch Faktoren wie Lipophilie (siehe ndchstes Kapitel 2.4.2),
Wasserstoffbindungspotentiale, polare Oberflache und die Anzahl der rotierbaren Bindungen
entscheidend [18]. Kleine lipophile Molekile diffundieren ohne Schwierigkeiten. Ein

Molekiil mit einer Masse von 200 g mol ™ ist 100-mal permeabler als ein Molekil mit der
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Masse von 450g'mol™, der oft angegebene Hochstrahmen von 200- 500 g mol * ist also nicht
als digitale Barriere anzusehen [64].

Ein anderer Transportweg fiir ,komplexere®“ Molekiile, sind spezielle Transporter (P-
Glycoproteine (P-gp), Aminosaure- und Glucosetransporter), man spricht vom sogenannten
Carrier-vermittelten Transport, diese konnen aktiv (unter Energieverbrauch) oder als
erleichterte Diffusion (kein Energieverbrauch) ablaufen.

Eine weitere Form des passiven Wegs, bildet die kanalvermittelte Permeabilitat. Wasser ist
zwar ein sehr kleines Molekul, kann allerdings nicht durch die hydrophoben Knicks in der
Lipiddoppelschicht diffundieren, jedoch durch spezielle Kanéle, den Aquaporinen.
Aquaporine sind Transmembranproteine, die in der Lipiddoppelschicht eingelagert sind und
hydrophilen Substanzen ermdglichen, wie Wasser die Barriere zu durchqueren [67].

Neben den passiven Formen gibt es auch aktive Transporter. ,,Aktiv”’ bedeutet in diesem
Zusammenhang unter Energieverbrauch (ATP) [63]. Ein Beispiel dafir ist das P-gp, welches
eine Vielzahl von Molekulen Uber die Blutschranke ins ZNS je nach Nutzen hinein oder
hinaus transportiert.

Der letzte zu erwdhnende Mechanismus ist die Endozytose oder Transzytose genannt. Dieser
kann in zwei Subprozesse eingeteilt werden: der rezeptorvermittelten Transzytose und der
adsorptionsvermittelten Tranzytose. Beispiele fiir erstere sind Transferrin, der Leptin- und
Insulin Rezeptor [62]. Die adsorptionsvermittelte Tranzytose, auch kationische Transzytose
genannt, arbeitet mittels elektrostatischen Interaktionen. Die positiv geladenen Molekile
(Kationen)  interagieren mit der durch  Glycoproteine  negativ  geladenen
Endothelialzellenoberflache. Es erfolgt wie bei der rezeptorvermittelten Transzytose eine

Internalisierung in Form von ,,coat pits* und eine Freisetzung auf der abluminalen Seite [61].

2.7. Lipophilie

Die wichtigste physikalische Eigenschaft, die die biologische Aktivitdt von Substanzen
betrifft, ist onne Zweifel die Lipophilie. Damit eine Substanz die BHS passieren kann, ist
neben  Molekileigenschaften wie  GrolRe, Wasserstoffbindungspotentiale, polare
Oberflachenareale und Anzahl der rotierbaren Bindung, die Lipophilie entscheidend.

Der Verteilungskoeffizient (P oder auch D genannt) ist ein Mal} fir die Lipophilie eines
Stoffes und beschreibt das Konzentrationsverhaltnis in zwei nicht mischbaren Phasen. Bei den
zwei Phasen handelt es sich meist um das sehr lipophile 1-Octanol und um eine waéssrige
Phase, beispielsweise ein Puffer (pH 7-7.4). Man spricht somit vom 1-Octanol-Wasser
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Verteilungskoeffizient (Kow), in der englischen Literatur oft auch als P oder D angegeben.
1962 entwickelten Hansch und Fujita diese Messung der Lipophilie und driickten den
Verteilungskoeffizienten logarithmisch als log Py aus. Verwendet man andere Methoden,
wie zum Beispiel HPLC Verfahren zur Messung, spricht man einfach vom log P bzw. log D.
Die zwei dimensionslosen MafRe, log P und log D, unterscheiden sich in der Definition jedoch
leicht, kénnen daher nicht synonym verwendet werden.

Der log P beschreibt den logarithmischen Verteilungskoeffizienten eines unionisierten
geldsten Stoffes (Soluten) zwischen den zwei Phasen. Im Gegensatz dazu, bezieht sich der log
D auf alle Spezies, der unionisierten sowie der ionisierten Form, die durch Dissoziation und
Assoziation entstehen. Der log D definiert also den Logarithmus des Verhaltnisses der
Gesamtkonzentration aller Spezies in einem Solventen zu der Summe aller Spezies in der
anderen Phase. Das Vorliegen einzelner Spezies ist pH-abhangig, weshalb der pH-Wert bei
jeder Messung und Angabe der Lipophilie definiert werden muss. Log D und log P sind fur
unionisierte Soluten jedoch pH-Wert unabhéngig und gleichzusetzen. Zur Verdeutlichung der
Unterschiede und zum Verstandnis des Verteilungskoeffizienten, sind in Abbildung 12 und 13

die Formeln des log P bzw. log D angefihrt.

lut
lOg P oct/wat — lc'g ( [SO - i]:ftz:f:od)
[solute] 5
[solute] . no
lo .DO.C v — 1o it octanol
& tfwat 5 ([solut.e] :f:;fd + [solute] 3;':2:3'

Abbildung 12 und 13 MaR fur die Lipophilie log P und unter Einbezug der
Solutenspezies log D.

Es gibt zahlreiche Methoden die zur Bestimmung der Lipophilie herangezogen werden. Die
alteste, einfachste und wohl bekannteste Methode sind die Schuttelversuche mit
Scheidetrichtern oder Rohrchen (shake-flask und tube method), mit denen man den K, bzw.
log Pow angibt. In den zwei vorgeschittelten Phasen (Octanol und wéssrige Phase) wird die
Substanz hinzugefiigt und unter weiterfihrendem Schutteln gelost und verteilt. In der
Literatur wird meist eine bis mehrere Waschphasen beschrieben, in denen die wassrige Phase
abgelassen und Neue hinzugeftigt wird. Nach jedem Waschschritt verteilt sich die Substanz
wieder im  gleichen  Verhdltnis zwischen den Phasen. Es erfolgt die

Konzentrationsbestimmung des geldsten Stoffes in den zwei Phasen, im Fall einer radioaktiv
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markierten Substanz Uber die Messung im Gamma-Counter oder durch Injektion der Phasen
in die HPLC und Berechnung des Verhaltnisses.

Modernere Methoden werden direkt mit der HPLC ausgefiihrt. Die Messung basiert auf einer
Korrelation der Retentionszeiten (R; zu Referenzsubstanzen, meistens nutzt man die
Extrapolation von Retentionsindices, wie den Retentionsfaktor k™ auf 100% wassrigen
Konditionen. Dieser k™ Faktor (bei 100% Wasser) wird dann mit bekannten log Po.,—~Werten
korreliert, um eine Regressionsgleichung fur die Séule, den Solventen und die Klasse der
Komponente zu erhalten [53]. Neben der durchgefiihrten Methode zur Bestimmung des log P
(siehe Kapitel 3.3; [35]), existiert noch eine weitere spezielle HPLC-Methode, die
Immobilized Artificial Membrane-Chromatographie (IAM). Die IAM, welche eine mit
Phosphatidylcholin modifizierte stationdre Phase darstellt, findet Anwendung um die
Permeabilitat (Py,) und den Membran-Verteilungskoeffizienten (Km) zu bestimmen. Diese
Werte dienen der Vorhersage, ob ein Pharmakon passive BHS-Durchlassigkeit aufweist [31,
34, 40].

Vergleicht man die Schittelmethoden mit den HPLC-Methoden bezuglich ihrer Handhabung,
sind die HPLC Strategien simpler, schneller, effizienter und reproduzierbarer, das nétige
Equipment findet sich in jedem Labor, jedoch sind geeignete Standards nétig.

Da es schwierig ist fir alle Chemikalien den Ko, zu messen, gibt es verschiedenste Modelle
fir die Abschatzung, z.B. durch Quantitative Struktur-Aktivitats-Beziehungen (QSAR) oder
durch Linear Free Energy Relationships. Hierfur genugt die Eingabe der chemischen Struktur
bzw. Nomenklatur der Probe in die entsprechenden Programme.

Je niedriger (auch negativer Bereich), desto hydrophiler und je groRer der Wert, desto héher
die lipophilen Eigenschaften.

3. Methodik

3.1. Hochdruckfliissigkeitschromatographie

Die  High  Pressure  (oder  Performance)  Liquid  Chromatography  oder
Hochdruckflussigkeitschromatographie ist ein analytisches Verfahren zur Trennung von
Substanzmischungen in ihre Einzelkomponenten. Dieses Verfahren dient neben der
qualitativen Analyse, fir die man ublicherweise Standards einsetzt, auch einer quantitativen
Aussage mittels derer Konzentration erhoben werden kdnnen. Die Trennung basiert auf dem
Prinzip der Interaktionen einer zu trennenden Substanz mit der stationdren bzw. mobilen

Phase. Je affiner, beziehungsweise je grofier die Wechselwirkung der Substanz zur stationdren
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Phase ist, desto langer verbleibt diese in der Séule und die Retentionszeit verlangert sich.
Entsprechend verkdirzt sich die Retentionszeit bei wenigen oder keinen Wechselwirkungen.
Die stationare Phase entspricht in der HPLC der S&ule, wobei hier grundsatzlich meist
zwischen Normalphase (normale phase, NP) und der Umkehrphase (reversed phase, RP) zu
unterscheiden ist. Bei der Normalphase (NP-HPLC) handelt es sich um eine polare stationare
Phase, in der die S&ulenmatrix aus Kieselgel oder Silicagel besteht. Entsprechend der
Wechselwirkung werden polare Substanzen ldnger an der Sdulenmatrix adsorbiert,
andererseits steigt die Elution aus der Sdule mit steigender Polaritat des Laufmittels. Die
Elutionskraft von verschiedenen Chemikalien (Eluenten) ist als elutrope Reihe tabellarisiert.
Bei der NP-HPLC sind grofitenteils organische Losungsmitteln in Verwendung.

Die Sédule der Umkehrphase (RP) besteht ebenfalls aus Silicagel. Die Siliziummolekule
werden mit langkettigen Kohlenwasserstoffen modifiziert, sodass eine unpolare Oberflache
entstent. Die RP-HPLC ist die am haufigsten verwendete Form der HPLC; hier werden
unpolare Substanzen retiniert und die Elutionskraft sinkt mit steigender Polaritit des

Laufmittels bzw. steigt je unpolarer das Laufmittel ist [59].

3.1.1. Aufbau einer HPLC-Anlage

Die HPLC ist aus den Grundelementen Injektor, Pumpe, Saule und Detektor aufgebaut.

Uber den Injektor, gebrauchlich ist ein 6-Wegeventil, werden die Proben in das HPLC-
System eingeschleust. Die Probe gelangt in der Load-Position des Injektors zunéchst in die
Schleife, wahrend der Eluent an der Probenschleife vorbeigeleitet wird, Uberschissiges
Probenmaterial sammelt sich im Abfallbehaltnis. Im zweiten Schritt, der Inject-Position, wird
die Probe von der Schleife in den Hochdruckbereich geschalten zur Séule transportiert.
Modernere Anlagen sind meist mit einem Autosampler ausgestattet, der die Probenaufnahme
und die Injektion automatisiert. Die Proben werden in Ein- oder Mehrwegfl&schen tberfihrt
und fur die Analyse in einer Probenplatte mit nummerierten Positionen gelagert, die mit
einem Kuhlsystem ausgestattet ist um eine moglichst konstante Temperatur wahrend der
Analysen zu gewdahrleisten.

Die Pumpe, die einen Systemdruck von bis zu 400 bar erreichen kann, befordert Probe bzw.
Eluenten zur Sdule und ist dafir zustdndig den Flow (FlieRgeschwindigkeit, ml/min) des
Laufmittels unter Druckverdnderung konstant zu halten. Die Pumpeneinheit besteht aus dem
Pumpenkopf, dem Ein- und Auslassventil und der Kolben- und Kammereinheit.

Unterschieden  werden die zwei  Grundmodelle der Einkolbenpumpen und
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Zweikolbenpumpen. Vorteil des Letzteren ist die Pulsationsreduktion. Fester Bestandteil von
vielen isokratischen und Gradientenpumpen ist ein Entgaser. Dieser beseitigt Lufteinschliisse
im Laufmittel. Die Gradientenpumpen kdnnen mittels Gradientenventil verschiedene Eluenten
zusammensetzen und besitzen den Vorteil, dass nicht zwingend ein Laufmittelgemisch
herzustellen ist.

Die am hdufigsten verwendeten Detektoren sind online nachgeschaltete UV/VIS-Detektoren,
Fluoreszenzdetektoren und das Massenspektrometer. Hinzu kommt beim Arbeiten mit
offenen radioaktiven Isotopen der Radiodetektor. Oft werden auch zwei in Serie geschaltete
Detektoren verwendet, z.B. ein UV/ -Detektor in Kombination mit einem Radiodetektor. Der
UV/VIS-Detektor misst die Absorption der Probe bei unterschiedlicher Wellenlange. Durch
eine Durchflusszelle wird Licht einer Deuterium- bzw. Wolframlampe bestimmter
Wellenlangen eingestrahlt und mittels einer Photodiode als abgeschwachtes Licht
aufgefangen und in ein elektrisches Signal umgewandelt. Der Radiodetektor hingegen sendet
Szintillation nach Anregung der Kristalle durch y-Strahlen aus. Die beim Zerfall von
Radioisotopen eintreffenden Photonen werden mittels Natriumiodid-Kristall detektiert,
verstarkt und durch eine Auswerteinheit graphisch dargestellt. Bei der Verwendung von zwei
nachgeschalteten Detektoren ist zu bedenken, dass die Peaks in den zwei parallel angezeigten
Chromatogrammen nicht zeitgleich eintreffen, obwohl es sich um die gleiche Substanz
handelt. Die Zeitdifferenz kann mittels Durchlaufgeschwindigkeit, Volumen und Weges der
Leitung von einem Detektor zum néchsten berechnet werden, um auszuschlieRen, dass es sich
maoglicherweise um einen anderen Analyten handelt, wird zusatzlich vorher mit Standards

gearbeitet und/oder Proben gespiked [65].

3.2. Metaboliten-Versuche

Das Grundprinzip besteht in der Messung des Abbaus einer Substanz durch ein bestimmtes
Enzym oder durch Enzymkomplexe. Die zu testende Substanz wird dabei unter
physiologischen Bedingungen in vitro mit dem Enzym inkubiert, die Reaktion wird zu
unterschiedlichen und festgelegten Zeitpunkten (z.B. Oh, 2h, 4h, 6h) gestoppt, indem das
Enzym denaturiert wird. Zum Zeitpunkt Oh findet noch kein Abbau statt. Die Quantifizierung
des Substanzabbaus und der Produktzunahme erfolgt mittels HPLC und Berechnung mit Hilfe
von erstellten Standardgeraden. Die Stabilitat wird mittels Michaelis-Menten Kinetik tber K,

und Vmax erhoben und interpretiert.
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In den folgenden Unterkapiteln 3.2.3. wird der genaue Versuchsablauf beschrieben

einschlieBlich Angaben zu Apparaturen und Verbrauchsmaterialen.

3.2.1. Apparaturen

Verwendet wurde ein Agilent 1100/1200 HPLC-System, welches aus einem Diodenarray-
UV-Detektor (Messung bei 254 nm), einer quaterndren Pumpe (Agilent 1200 Serie), sowie
einem Vakuum-Degasser (1200 Agilent Serie) und einem Autosampler (1290 Infinity Serie)
besteht. Uber ein an die Probenplatte gekoppeltes Kiihlsystem (1290 Infinity Serie) wurde die
Temperatur konstant gehalten und dadurch Probenkonzentrierungen durch Verdunstung
vermieden. Die Kontrolle der Anlage und die nétigen Einstellungen zur Methode wurden mit
der Gina Star Software Version 4.08 durchgefiihrt. Die Injektionsmenge jeder Messung der
Carboxylesterase-Ansétze lag bei 20 pl, die Durchflussgeschwindigkeit bei 2 ml/min und
einem isokratischen Laufmittelverhaltnis eines ACN-Citratpuffergemisches von 68:32. Das
Trinatriumcitrat wurde mit einer MTTLER PJ 300 Waage eingewogen und der pH-Wert des
hergestellten Citratpuffers (pH 2.5) mit einem pH-Meter (WTW pH 537, Micorprocessor)
eingestellt. Als stationare Phase wurde eine LiChrospher LICHROCART® RP-18e (5um),
125x4mm Sé&ule, sowie eine Vorsaule von 4x4mm gewahlt. Zur Durchfiihrung des Versuches
wurden ausschlief3lich Kolbenhubpipetten (10 ul- 1000 pl) und Reaktionsgefale (1,5 ml) der
Firma Eppendorf verwendet. Die Reinsubstanzen wurden mit einer Sartorus Waage
(Mechatronics Supermicro) eingewogen, in DMSO gel6st und in der entsprechenden
Konzentration dem Versuchsansatz zugefugt. Dieser wurde im Thermomixer (Eppendorf
compact) bei 37°C inkubiert. Die Proben wurden mit einem Vortex (LABINCO L24)
gemischt und in einer Hettich Zentrifuge (Universal 30 RF), die Uiber ein Kihlsystem verfigt,
zentrifugiert (23.000 g, 4 min und 4° C). Der Uberstand mittels der oben beschrieben HPLC
Anlage analysiert.

3.2.2. Reagenzien

Tabelle 4 Reagenzien der Metaboliten-Versuche

Mobile Phase : Citratpuffer pH 2,5, 32%:AcN 68%

Trisodium Citrate Dihydrate
CAS 6132-04-3 (Sigma, Steinheim, Germany) | 10g Trisodium Citrat Dihydrat
HCL +500mL Aqua purificata

Combi Tritisol® CAS 7647-01-0 (Merck,
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Darmstadt, Germany)

NaOH
CAS 1310-73-2 (Merck, Darmstadt, Germany)

Acetonitril (ACN)
G Chrosolv ® for HPLC, super gradient grade
CAS 75-05-8 (Sigma, Steinheim, Germany)

+34mL HCL
auf 1 L mit Aqua purificata (Braun
Melsung AG) auffillen

pH- Korrektur mit HCL bzw. NaOH

Phosphat Puffer (PBS)

pH 7,4 10x Konzentrat

Lot No. 11230-37 (Morphisto, Frankfurt am
Main, Germany)

1:10 Verdunnung mit Aqua purificata

Stoppreagenz:

Methanol
CAS 67-56-1 (Merck, Darmstadt, Germany)

Acetonitril (ACN)
CAS 75-05-8 (Sigma, Steinheim, Germany)

1:10 MeOH/ACN

Esterase from Porcine Liver, Crude;
Lyophilized powder containing less than 5%
buffer salts

27 units/ mg solid

CAS 9016-18-6 (Sigma, Steinheim, Germany)

Aliquotiert zu 200 IU in PBS (pH 7.4)

FE@SUPPY Analoga

in Zusammenarbeit mit dem Department fur
Arznei- und Naturstoffsynthese, Universitat
Wien

DMSO
CAS 67-68-5 (Sigma, Steinheim, Germany)

Img/ml in DMSO

3.2.3. Versuchsbeschreibung

3.2.3.1. Eingrenzung der moéglichen Metaboliten

Die CES katalysiert nahezu ausschlieBlich die Hydrolyse von Estern, weshalb nur

FE@SUPPY-Derivate selbst und kleinere Spaltprodukte wie Fluoroethanol oder Methanol als

mogliche Metaboliten entstehen kdnnen. Die Festlegung bzw. Eingrenzung der mdglichen

Produkte wird bendtigt, um die tatsachlichen Metaboliten mittels Standard im HPLC-System

zu identifizieren.
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3.2.3.2. Standards

In Einzelschritten werden die auf ihre metabolische Stabilitdt zu testenden neun Derivate
(siene Tabelle 5) mit ihren jeweiligen moglichen Metaboliten in die HPLC eingespritzt, um
eine erfolgreiche qualitative Trennung von Edukt und méglichem Produkt zu Uberprifen und
evtl. die HPLC Konditionen zu optimieren und anzupassen (HPLC Konditionen siehe
Unterkapitel 3.2.3.3.). Die Standards dienen der lIdentifizierung der Produkte anhand der R;
bei gleichen HPLC Bedingungen.

3.2.3.3. Carboxylesterase-Ansatze
Durchgefuhrt wurden die CES-Ansétze in einem Gesamtvolumen von 250 pl im Triplikat
(n=3) mit einer konstanten Enzymmenge von 80 1U und unterschiedlichen Konzentrationen
(10, 20, 50 und 100 pg/ml) der FE@QSUPPY Derivate um eine optimale Sattigungskurve zu
generieren.
Die CES und der Phosphatpuffer (pH 7.4) wurden im Thermomixer unter permanenten
Rotierbewegungen (900 rpm) prainkubiert und auf konstanten 37° C gehalten. Die
ReaktionsgefaRe wurden zusétzlich mit Parafilm verschlossen, um die Proben vor
Verdunstung zu schitzen.
Nach Substratzugabe, wurde zigig mit dem Vortex gemischt und der Ansatz weiter im
Thermomixer inkubiert.
Zu den definierten Zeitpunkten (0, 1, 2, 4 h) wurden jeweils 50 pl Aliquot aus den Ansétzen
entnommen und in bereits mit Stoppreagenz (50pul) gefiillte Eppendorfreaktionsgefale 1:1
pipettiert, gemischt und bei 4°C und 23000 g fiir 4 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein HPLC-Vial Uberfihrt und jeweils 20ul mittels HPLC analysiert.

Abbildung 20 zeigt schematisch den Versuchsablauf.
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Die chromatographische Auswertung erfolgte nach den Angaben unter Punkt 3.2.1.

Verlauf eines enzymatischen Abbaus

13 4 Injektionspeaks Substrat - 0 Stunden Wert

11
9‘
i
1 2

mAU
-

Produkt - 6 Stunden Wert Substrat - 6 Stunden YWert II"I I|

Pradukt - 1 Stunden Wert

3 4 g 6

Zeit [min]

Abbildung 21 Schematische Darstellung des Verlauf einen enzymatischen Abbaus [70].

In Abbildung 15 ist ein chromatographischer Verlauf des enzymatischen Abbaus zu erkennen.
Zum Zeitpunkt 0 Stunden ist die Gesamtkonzentration des Substrates vorhanden. Im Verlauf
der Reaktion nimmt die ,,Area under the Curve* (AUC) des Substratpeaks ab, wahrend sich

ein Produktpeak bildet und dieser tiber die Zeit steigt.

3.2.3.4. Identifizierung der Produkte

Die R; der Produkte im Chromatogramm des Metaboliten-Ansatzes (Kapitel 3.2.3.3) werden
mit denen, der zuvor eingespritzten Standards der moglichen Metaboliten qualitativ Gberprift
(Kapitel 3.2.3.2.) und die Produkte identifiziert.

3.2.3.1. Proben-Recovery in der RP-HPLC

Ein weiteres wichtiges Mittel um die Sicherheit der Methodik zu 0berprufen, stellt die

sogenannte Recovery dar. Dabei werden die zu testenden Analoga unter gleichen
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chromatographischen Bedingungen (Laufmittel und —verhaltnis, sowie Flielgeschwindigkeit
und Wellenlange) im Triplikat mit und ohne Trennsédule injiziert. Ist die AUC bzw. die
errechnete  Konzentration des entsprechenden Analogons (Uber Standardgeraden zu
berechnen) mit und ohne Trennséule die Selbe, spricht man von einer 100%igen Recovery.
Die Bestimmung der Recovery ist ndtig, um sicher zu gehen, dass keiner der Analyten bzw.

Teilkonzentration in der S&ule verbleibt und die Standardgeraden verl&sslich sind [37].

3.2.3.2. Erstellung von Regressionsgeraden

Zur Auswertung der Chromatogramme aus den Metaboliten-Versuchen (Kapitel 3.2.3.3)
wurden zu jedem Derivat, das in den Versuchen verwendet worden ist (siehe Tabelle 5) und
fiir das jeweilige identifizierte Produkt Standardgeraden erstellt.

Fur die Erstellung der Standardgeraden (Regressiongeraden) wurden im  Triplikat
Verdunnungsreihen erstellt, die unter den gleichen chromatographischen Bedingungen
ausgewertet wurden. Die Standardgerade und ihre Geradengleichung wurden im Excel 2007
erstellt. Zu beachten war, dass die fiur Geraden verwendeten Konzentration, die
Konzentrationsbereiche abdeckten, in denen auch die Probe bzw. das Produkt lagen.
Abbildung 16 und 17 zeigen anhand der zwei Derivate (FEMe@SUPPY und
FEMe@SUPPY:2) beispielhaft  Regressionsgeraden der Derivate und ihrer Produkte
Me@SUPPY:11 bzw. FE@SUPPY:21.

6000

STD FEMeS/FEMeS2  FEMes

M FeMeS2
4000 /
y=46,57x +148,6
R%2=0,999

5000

Are3000
y=39,44x + 0,740

R?=0,999
2000 /
1000 /

0

0 20 40 60 80 100 120
cpg/ml]

Abbildung 22 Regressionsgeraden der Derivate FEMe@SUPPY und FEMe@SUPPY:2.
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Abbildung 23 Regressionsgeraden der Produkte FE@SUPPY:21 und Me@SUPPY:21.

Die Geraden werden zur Berechnung der Produktkonzentration bzw. —zunahme herangezogen

und dienen ebenfalls der Uberpriifung der Sensitivitit der Methode.

3.2.3.3. Chromatographische Auswertung
Fur eine Kinetik wurden 180 Chromatogramme analysiert. Insgesamt wurden vier
Konzentration des Substrates (10, 20, 50 und 100 pg/ml) verwendet, im Triplikat waren es 12
Versuchsansétze, die je dreimal zu jedem Stoppzeitpunkt (0, 1, 2, 3 und 4h) in die HPLC zur
injiziert wurden. Die Entwicklung der AUC wurde (ber die Zeit (Oh bis 4h) einer
Konzentration betrachtet. Unter Abbildung 18 und 19 sieht man Chromatogramme des
100pg/ml — Ansatzes zum Zeitpunkt Oh (Abb.18) und 3h (Abb. 19).
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Abbildung 24 Das Chromatogramm zeigt den Zeitpunkt Oh des 100ug/ml Ansatzes.

Zum Zeitpunkt Oh hat noch kein Abbau des Substrates stattgefunden. Der Substratpeak
(FEMe@SUPPY) sollte der im CES-Ansatz eingesetzten Konzentration entsprechen. Die
Konzentration wird mittels der zuvor erstellten Standardgerade (Abb. 16) Uberpruft und/oder

korrigiert.
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Abbildung 25 Produktbildung.

Nach 3 Stunden zeigte sich ein Abbau. Der Substratpeak (FEMe@SUPPY) verringerte sich
prozentual um 1,31% unter Bildung des Produktes, Me@SUPPY:21.

3.2.3.4. Berechnung der Produktsteigung
Mittels der erhaltenen Mittelwerte der AUC der Produkte (dreifache Injektion pro Vial) wurde
die Produktkonzentration berechnet und unter Einbezug des molekularen Gewichts (g/mol)
der identifizierten Produkte die Konzentration in mmol/ L umgerechnet. Nach Erhalt der
Produktkonzentration erfolgte die Berechnung der Produktsteigung (m) zu jedem
Versuchsansatz (Konzentration 10- 100ug/ml) tiber die Zeit (Oh bis 4h).

49



FE@SUPPY:21 Zunahme

1,20
1,00 n
0,80 ~

0,60 A oA
0,40 /1/ wB
0,20 ./. AC
0,00 . . .

0 100 200 300
Zeit in Minuten

¢ (nmol/ml)

Abbildung 26 zeigt die Produktzunahme (Konzentration [nmol/l]) Gber die Zeit am
Beispiel des 20 pug/ml Substratansatzes des gebildeten Produktes FE@SUPPY:21 A, B
und C stehen fur das Triplikat und setzen sich jeweils aus dem Mittelwert der
dreifachen Analyse pro Versuchsansatz zusammen.

18,00 Me@SUPPY:21 Zunahme N
16,00
14,00 /
12,00 /
S 10,00 ®A
8,00
! BB
C 600 //ﬁ
4,00 C
2,00 Al
0,00 T . )
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Abbildung 27 zeigt die Produktzunahme (AUC) Uber die Zeit am Beispiel des 20 pg/mi
Substratansatzes des gebildeten Produktes Me@SUPPY:21. A, B und C stehen fir das
Triplikat und setzen sich jeweils aus dem Mittelwert der dreifachen Analyse pro
Versuchsansatz zusammen.

Die Produktzunahme wurde fir jede Konzentration der Versuchsansatze (10, 20, 50 und
100pug/ml Substrat) erstellt, in dem die AUC oder die Konzentration bezogen auf die Zeit
graphisch darstellt wurde. Mit der erhaltenen Gerade wurde m (m= Ay/ Ax) mittels Excel
2007 berechnet. Fur die unter Abb. 20 und 21 erwdhnten Produkte ergaben sich die

Steigungen, die in Tabelle 6 aufgelistet sind.
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Tabelle 5 Produktsteigungen der Triplikate am Beispiel von FE@SUPPY:21 und
Me@SUPPY:21 zur Konzentration des Versuchsansatz

m (A) | m (B) | m(C)
¢ [ng/mi] FE@SUPPY:21
10 0,00962 0,01034 0,01082
20 0,01383 0,01292 0,01316
50 0,01797 0,02048 0,01900
100 0,02031 0,02141 0,02046
Me@SUPPY:21
¢ [pg/mi]
10 0,03396 0,0297 0,03135
20 0,01954 0,01017 0,02004
50 0,05279 0,05688 0,06887
100 0,06471 0,05221 0,06319

3.2.35. Erstellung der Kinetik

m und die Produktkonzentration (mmol/L) der Triplikate tber die Zeit (mmol/L/min) wurden

in das Programm GraphPad Prism 5 ® Uberfuhrt und die Kinetiken erstellt,

3.2.4. Ergebnisse

3.2.4.1. FE@SUPPY:11

FE@QSUPPY:11 zeigt im Triplikat und bei Ansatzen verschiedener Substratkonzentrationen
keinen Abbau.

3.2.4.2. DFE@SUPPY
DFE@SUPPY zeigt keinen Abbau.

3.2.4.3. DFE@SUPPY:2
Auch DFE@SUPPY':2 zeigt keinen Abbau.

3.24.4. Me@SUPPY:21
Es erfolgt kein Abbau.

3.2.4.5. Me@SUPPY:11

Auch Me@SUPPY':11 zeigt keinen Abbau.
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3.2.4.6. SUPPY:0
SUPPY:0 zeigt keinen Abbau.

3.24.7. FEMe@SUPPY
FEMe@SUPPY wird zu Me@SUPPY:21 abgebaut (Vmax: 0,03870 und Ky,:15,12)

FEMe@SUPPY
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Abbildung 28 Michaelis-Menten Kinetik des FEMe@SUPPY.

3.2.4.8. FEMe@SUPPY:2
FEMe@SUPPY':2 zeigt einen Abbau zu FE@SUPPY:21 (Vmax: 0,01285 und K,:18,50).

FEMe@SUPPY:2
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Abbildung 29 Michaelis-Menten Kinetik des FEMe@SUPPY:2.
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3.2.4.9. (Me)>?@SUPPY
(Me)2@SUPPY zeigt einen Abbau zu Me@SUPPY:21(Vmax: 0,02105 und K:24,63).

(Me)’@SUPPY
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Abbildung 30 Michaelis-Menten Kinetik des (Me)2@SUPPY.

3.2.4.10. (FE)*@SUPPY
Fur (FE)?@QSUPPY wurde FE@SUPPY:21 als Metabolit identifiziert (Vmax: 0,01285 und

Km:34,16).

(FE)2@ SUPPY
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Abbildung 31 Michaelis-Menten Kinetik des (FE)2@SUPPY.
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Tabelle 6 zeigt die Vmax und Kp, Werte der abbauenden FE@SUPPY-Analoga im

Vergleich zu den bereits vorgestellten A3R-Antagonisten FE@SUPPY und
FE@QSUPPY':2.
FE@ FE@ (Me)’@ |FEMe@ |FEMe@ | (FE) @
SUPPY SUPPY:2 | SUPPY SUPPY SUPPY:2 | SUPPY
V max 0,038 0,01487 0,02105 0,03870 0,02159 0,01285
Km 20,12 13,11 24,63 15,12 18,50 34,16

3.3. Lipophilie-Versuche

Im Gegensatz zu den allgemein beschriebenen HPLC-Methoden zur Messung der Lipophilie,
handelt es sich bei dem Assay nach Donovan und Pescatore (2002) um eine direkte
Generierung des log P,y durch Nutzung von R;der Referenzsubstanzen und der Analyten mit
einem schnellen Methanol-Wasser-Gradienten. Dabei wird, unter Einbezug der Differenzen
der R; von Analyt und Referenzsubstanzen und der bekannten log P Werte der Referenzen,
der log P-Wert der Probe errechnet. Als Referenzsubstanzen werden Toluol und Triphenylen
verwendet. Da Toluol einen log P von ca. 2,7 aufweist, und dieser Wert im ,,logP-Fenster*
eines potentiellen Hirn-Tracers liegt kann es moglich sein, dass Tracer ebenfalls zu diesem
Zeitpunkt retinieren. Deshalb wird die Analyse parallel mit zwei Wellenldngen (260 nm und
285 nm) durchgefiihrt. Die Wellenlange von 260 nm wird deshalb gewéhlt, da hier die
meisten kleinen Molekile das Licht gut absorbieren. Die R; von koinzident eintreffenden

Peaks konnen somit dennoch gemessen werden, da Toluol bei 285 nm nicht mehr absorbiert.

3.3.1. Apparaturen

Als HPLC wurde ein Agilent 1100/1200 System verwendet, welche aus einem Diodenarray-
UV-Detektor (Messung bei 260 und 285 nm), einer quaterndre Pumpe sowie einem Entgaser
und einem Autosampler besteht. Die Proben konnten Gber ein Kihlsystem in der richtigen
Temperatur bis zur Messung in der Probenplatte aufbewahrt werden. Die Kontrolle der
Anlage und die ndétigen Einstellungen zur Methode wurden mit der Gina Star Software
Version 4.08 durchgefuhrt. Als stationdre Phase wurde eine ODP-S&ule (short octadecyl-
poly(vinyl alcohol)) der Firma Supelco (Katalognummer:59313C40, Verkauf tber Sigma-
Aldrich) gewéhlt. Zur Durchfiihrung des Versuches wurden ausschlieRlich Kolbenhubpipetten
(10 pl- 1000pl) und ReaktionsgefalRe (1,5 und 2 ml) der Firma Eppendorf verwendet. Die
Reinsubstanzen wurden mit einer Supermicro Waage (Sartorius Mechatronics) eingewogen

und im ,,Cocktail®, mit den enthaltenen Referenzsubstanzen (siehe 3.3.2. Reagenzien) gelost
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und mit dem Vortex (LABINCO L24) durchmischt. Die Injektionsmenge lag bei jeder

Messung bei 2 pl und es wurde mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 1,5 ml/min und

einem linearen Gradienten (von 10% Methanol: 90% Natriumphosphat-Puffer 0,01 M auf

100% Methanol in 9,4 min) gearbeitet.

3.3.2. Reagenzien

Tabelle 7 Reagenzien der log P-Versuche

Laufmittel:
Puffer 0,01 M Sodiumphosphat (pH 7 und
pH 7.4)

NazHPO4
CAS 10028-24-7
Darmstadt, Germany)

(Dihydrat)  (Merck,

NaH,PO4
CAS 10049-21-5 (Monohydrat) (Merck,
Darmstadt, Germany)

MeOH
CAS 67-56-1 (Merck, Darmstadt, Germany)

2,579 Na;HPO,
+ 1,469 NaH,PO,
in 1 L aqua purificata

Linearer Gradient von 10% MeOH auf 100%
in 9,4 Minuten

“Cocktail” :

Triphenylen (98%)
CAS  217-59-4
Germany)

(Sigma,  Steinheim,

Toluol
CAS  108-88-3
Germany)

(Merck,  Darmstadt,

MeOH
CAS 67-56-1 (Merck, Darmstadt, Germany)

2 mg Toluol
+ 20 mg Triphenylen
in 200 ml MeOH gel6st

= 10pg/ml Toluol und 100ug/ml Triphenylen

Substrate:

(SUPPY:0, Me@SUPPY:21,
Me@SUPPY:11, (Me)?@SUPPY,
DFE@SUPPY, DFE@SUPPY:2,
FE@QSUPPY, FE@QSUPPY:2,
FE@QSUPPY:21, FE@QSUPPY:11,
FE2Z@QSUPPY, FEMe@SUPPY,

FEMe@SUPPY:2)

in Zusammenarbeit mit dem Department fir
Arznei- und Naturstoffsynthese, Universitat
Wien

Einwaage 1 mg
16sen in 1ml ,,Cocktail*

=Substratkonzentration 1mg/ml ,,Cocktail*
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3.3.3. Versuchsbeschreibung

Die Substrate wurden in einer Konzentration von 1 mg/ml in dem ,,Cocktail®, der aus
Triphenylen und Toluol in Methanol bestand, gel6st und 2 pl per Autosampler injiziert. Die
Temperatur der Trennséule betrug 18° bis 22°C (Raumtemperatur), der Diodenarray-Detektor
wurde auf die Wellenlangen 260nm und 285 nm gestellt, sodass zwei Chromatogramme
parallel erhalten wurden. Die Standardkonditionen dieser Methode waren eine 1,5 ml/min
Durchflussrate (flow-rate) mit einem linearen Gradienten von 10% Methanol (90%
Natriumphosphat-Puffer 0,01 M) auf 100% Methanol in 9,4 min und einer Equilibrierungszeit

von 6 min zwischen den einzelnen runs [35].

N
unbekannte
Substanz )
% Toluol Triphenylen
Retentionszeit

Abbildung 32 Schematische Darstellung eines Chromatogramms

3.3.4. Berechnung

Die fir die Berechnung notwendigen log P Werte von Triphenylen und Toluol wurden
Tabelle 9 (Pomona College Database) enthommen. Sie stammen aus verschiedenen HPLC-
Verfahren, Durchschnittswerten aus der Fachliteratur und QSAR- Berechnungen (siehe

Kapitel Lipophilie 2.7.). Die log P-Werte und die R; wurden in die Formel eingesetzt:
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log Punknown =

Tabelle 8 log P Werte unterschiedlicher Quellen der Referenzsubstanzen.

D log P Toluol log P Triphenylen
[8] 2,74 5,49
Av. Lit 2,72 5,49
HPLC 2,61 6,27

Ylog P nach [8], Av.Lit.- Durchschnittswerte fiir den log P aus der Literatur und HPLC-
HPLC Methode in der Retentionsindices verwendet wurden

3.3.5. Resultate
Fur die Durchfihrung der Methode wurden zwei pH Werte (7.0 und 7.4) gewahlt, die den

Neutralbereich und den physiologischen pH-Wert widerspiegeln.

Tabelle 9 Ergebnisse HPLC log P,y

Substrat HPLC logPoy, HPLC logPg,,"°
FE@SUPPY 4,02 4,00
FE@SUPPY:2 4,04 3,99
FE@SUPPY:11 5,18 5,15
FE@SUPPY:21 0,58 0,66
DFE@SUPPY 0,93 0,97
DFE@SUPPY:2 5,29 5,26
Me@SUPPY:11 5,17 5,18
Me@SUPPY:21 0,28 0,32
(Me)2@SUPPY 3,71 3,66
FEMe@SUPPY:2 3,88 3,83
FEMe@SUPPY 3,83 3,81
FE2@SUPPY 3,97 3,95
SUPPY:0 1,82 1,83
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4. Diskussion

Ziel dieser zwei vorgestellten praklinischen Methoden (CES-Ansatze und log P-
Experimente) war es erste Aussagen Uber die metabolische Stabilitat und Lipophilie der neuen
Derivate zutreffen. Mit den erhaltenen Ergebnissen ist es moglich stabilere Alternativen zu
den bereits vorgestellten Ausgangssubstanzen FE@SUPPY und FE@SUPPY:2 zu finden und
Vorhersagen uber die unspezifisch Bindung, sowie die BHS-Durchlassigkeit zu treffen. Die
kostengunstigen und schnellen Techniken ermdoglichen somit ein einfaches erstes
Selektionsverfahren der erwahnten zwei Parameter fur Pharmaka (Tracer), die dann in
weiteren spezifischeren in vitro Modellen (Autoradiographien, Metabolismus-Experimente
und Zellbindungsstudien), aber auch in vivo (UPET) auf weitere Eigenschaften und Eignung
getestet werden. Aufgrund der chemischen Struktur der diversen FE@SUPPY Analoga ist die
Testung des Abbaus durch die CES durchaus geeignet um erste Aussagen uber den Phase |
Metabolismus und die Stabilitat der einzelnen Substanzen zu treffen. Dartiber hinaus
katalysiert die CES nicht substratspezifisch, sie ist in der Lage auch andere Ester abzubauen,
das macht sie flr diese Substanzklasse (Thio- und oder Carboxylester mit unterschiedlich
langen Alkylresten) zum Enzym der Wahl.

Porcine Leberesterase (PLE1) weist eine hohe genetische Ubereinstimmung (iber 75%) zur
humanen Lebercarboxylesterase (hCE) auf und wird deshalb der CES 1 Familie der
Subfamilie C zugeordnet. Aufgrund der genetischen engen Verwandtschaft der hCE und der
PLE1, ergibt sich eine enge strukturelle Ahnlichkeit. Die 60kDa schwere PLE1 gehort
ebenfalls zu den o, B-Hydrolasen und weiter zu den Serinesterasen, sie beinhaltet somit im
katalytischen Zentrum ebenso wie die hCE die S, H und Asparagin (D) (bzw. E) —Triade [45].
Dem vorgeschlagenen Ester-Hydrolyse Schema nach Hosokawa (1998) zu Folge, das auf den
Wechselwirkungen der S-H-E Triade basiert, sollten die katalytischen Eigenschaften der PLE
mit der hCE vergleichbar sein. Mit Ausnahme der PLE Subtypen, die einen Asparaginrest
statt des Glutaminséurerestes enthalten. Dennoch ist hier die gleiche hydrolytische
Eigenschaft nicht auszuschlielen, da auch die D eine saure Aminosdure darstellt, die die
Ladungstbertragung gewéhrleisten kann [45]. Vergleicht man die spezifische Aktivitat
(umol/mg Protein pro Minute) von CES verschiedener S&ugetierspezies (Tab. 11) an Hand
der Umsetzung von Referenzsubstanzen, die diverse Ester enthalten, erkennt man, dass die
porcinen Esterasen (P1), sowie durchschnittlich die Esterasen der Ratten und
Meerschweinchen deutlich hoher Aktivitaten aufweisen als die hCE [21].

58



Tabelle 10 Katalytische Aktivitdt von isolierten Carboxylesterase lIsoenzymen aus
Lebermikrosomen verschiedener Saugetiere.

Spezifische Aktivitat (umol/mg Protein pro Minute)

Saugertier- PNPA' | MALA' BUTA' ISOC! Pal-CoA'
Isoenzym

Ratte RH1 44,8 0,011 3,44 0,268 0,009
RL1 76,4 0,201 <0,005 <0,001 0,686
Meerschweinchen 98,9 1,13 2,24 3,18 0,031
GPH1

GPL1 288 0,982 3,70 17,7 0,214
GPL2 50,5 <0,002 <0,005 0,294 0,025
Hausschwein P1 327 2,13 111 0,333 0,089
Mensch HU1 5,84 0,467 0,483 0,010 0,025
HU2 3,48 0,673 0,427 0,003 0,028
HU3 1,23 0,44 7,33 0,093

UPNPA, p-Nitrophenylacetat (ein Esterasesubstrat, Referenzsubstanz); MALA,
Malathion (ein Dithiophosphorsaureester); BUTA, Butanilicain; 1ISOC, Isocarboxazid
(enthalt ein Carbonsaureester); Pal-CoA, Palmitoyl-CoA (ein Acyl-CoA Thioester) [21]

Vergleicht man andere Enzymeigenschaften der Carboxylesterasen-Isoenzyme verschiedener
Saugertierspezies, wie zum Beispiel das molekulare Gewicht (kDa) und den isoelektrischen
Punkt (pl), sind die Unterschiede zwischen Hausschwein (P1: 58-62 kDa und pl zwischen 5.2
und 5.4), Meerschweinchen (GPH1: 57 kDa und pl von 5.3) und Mensch (HU1: 60 kDa und
pl von 5.6) sehr gering. Was aufgrund der hohen genetischen und strukturellen Similaritat
zurlickzufuhren ist [21, 45, 20, 22, 44]. Aufgrund dieser Parallelen liegt die Vermutung nahe,
dass die katalytischen Eigenschaften der PLE und der hCE vergleichbar sein kdnnten. Diese
Hypothese muss allerdings in Versuchen mit hCE bestatigt werden.

Wie erwahnt liegen im Korper zahlreiche andere Enzymklassen vor, die in der Lage sind an
verschiedenen Stellen der Substrate anzugreifen. Ein durchaus grofieres Problem stellt die
Ubertragbarkeit von in vitro Methoden auf in vivo Modelle dar. Die Speziesunterschiede
erweisen sich als vielschichtig. Gemeint sind Unterschiede in Korpergrofle und
Korpergewicht und keine genetischen Variationen. Diese haben einen enormen Einfluss auf
ADME. Die Absorption verhélt sich bei allen Sdugetierarten aufgrund der gleichen
epithelialen Struktur des Darms vergleichbar, die Blutzirkulation unterscheidet sich jedoch

um die 4fache Geschwindigkeit, vergleicht man Ratte (15 Sekunden bei 2509 Kdrpergewicht)
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und den Menschen (50 Sekunden bei 70 kg KG). Vergleicht man weiter Gewichtsprozente der
Ausscheidungs- und metabolisch aktivsten Organe, wie Niere und Leber, féllt auf, dass diese
einen deutlich groReren Anteil am Gesamtkorpergewicht der Ratte haben (Niere 0,9% und
Leber 4,5%), beim Menschen ist der prozentuelle Anteil weniger als halb so groR (Niere 0,4%
und Leber 2%). Ratten metabolisieren, verteilen und eliminieren Xenobiotika schneller [52].
Eine 2012 publizierte Arbeit von Marti¢-Kehl und Kollegen berichtet von einer sicheren
Ubertragbarkeit von in vitro Modellen auf den Menschen von weniger als 50% [68].

Die Messung des log Ps ist im Vergleich zu den ,,Shake-Flask®“ Methoden, wie bereits
erwéhnt, sehr simple, kostenginstig, schnell und reproduzierbar. Trotz der direkten Messung
des log Pow Werte durch die Schittelversuche, Uberwiegen die Schwierigkeiten mit der
Handhabung mit sehr lipophilien Substanzen. Die Ermittlung von Konzentrationen
unmarkierter Tracer in der Octanolphase mittels RP-HPLC erwies sich als schwer, da es bei
1-Octanol aufgrund seiner chemischen Eigenschaften (Lipophilie) und der hohen Viskositét
(9 mPa *s) [51] zu Peakausdehnungen und —verformungen kommt (optimal ist ein GauR-
Peak). Die Ergebnisse der Shake-Flask Methoden variierten stark durch die Anzahl der
Waschschritte und durch Auswahl des Lésungsmittels, in dem der unmarkierte bzw. markierte
Analyt vorgelost (DMSO, Puffer, ACN etc.) war. Die Resultate waren nach striktem befolgen
von verschiedenen ,,Shake-Flask® und ,,Tube“-Methoden, aber auch nach Modifikationen
nicht reproduzierbar und untereinander nicht vergleichbar [41, 42, 43]. Deshalb wurden im
Laufe der Jahre versucht simplere, zeitlich weniger aufwendige und kostengunstigere
Methoden zu entwickeln, die reproduzierbare Ergebnisse liefern.

Die Verwendung von Programmen, mit deren Hilfe der log P berechnet und geschétzt wird,
ist recht einfach und kostengunstig. Der gréRte Vorteil besteht darin, dass der log P einer sehr
hohe Anzahl an Substanzen geschatzt werden kann (durch einfach Eingabe der chemischen
Struktur in die entsprechenden Programme). Das Problem bei diesen Programmen ist, dass
intramolekulare Interaktionen unbericksichtigt bleiben.

Die Methode nach Donovan-Pescatore hat eine gute Prazision und korreliert gut mit
ermittelten und allgemein bekannten log P, Werten. Es werden nur geringe Mengen zur
Analyse bendtigt (Konzentration 1mg/ml bei einer Injektionsmenge von nur 2 ul) und die
Methode kann aufgrund der Verwendung von Puffern bei einem pH zwischen 2 und 13
durchgefuhrt werden und ist dariiber hinaus eine sehr schnelle Methoden mit nur 7 Minuten
pro Messung im Vergleich zu anderen HPLC log P-Versuchen (bis zu 15 min) oder der IAM
(30 min) [35,40]. Aufgrund der Extrapolation auf 100% Methanol und der kurzen Sé&ule

stellen hydrophobe Substanzen kein Problem dar. Die kurze ODP- Sdule zeigt gute
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Genauigkeit, auch fir Substanzen mit starken Wasserstoffbindungspotentialen und
funktionellen Gruppen, sie korreliert damit besser mit den log P- Werten als andere Saulen
(PS-DVB und andere nicht-Silica S&ulen) [35]. AulRerdem besitzen die ODP-S&ulen keine
freien bzw. ungeschiitzten Si-OH oder AI-OH Gruppen, die mit S&uren und Basen
interagieren wiirden. Diese Interaktionen resultieren meist in einer Uberschitzung des log Ps
von Substanzen mit basischen Gruppen. Der Vergleich solcher extremer Extrapolationen zu
Messungen in anderen Labors ist schwer, deshalb sind die internen Standards nétig. Die zwei
internen Standards erlauben es Differenzen in der Durchflussrate und prozentuelle
Komposition des Laufmittels von Messung zu Messung zu Korrigieren. Die
Referenzsubstanzen sind gut evaluiert und die aus der Literatur entnommen log P Werte
variieren nur sehr gering.

Eine 2012 verdffentlichte Arbeit von Adriana Alexandre S. Tavaras und Kollegen an der
Universitat Glasgow beschéftigte sich mit der Permeabilitdt von neuartigen Radiotracern
durch die BHS, unter der Fragestellung inwieweit die verschiedenen HPLC-Methoden auf in
vivo Modelle tibertragbar sind und eine friihe Selektion von Kandidat-Tracern moglich ist. Sie
kommen zu dem Schluss, dass die PPB % (r°= 0,65) und die Py, (r*=0,77) besser mit der
injizierten Gesamtdosis (ID%) an Radiotracer korrelieren als mit den log P Werten (r’= 0,47).
Der log P sollte den Autoren zu Folge deshalb nicht zur guten Vorhersage beziiglich der
passiven Diffusion durch die BHS herangezogen werden [40, 34]. Der log P korreliert
eventuell nicht im gleichen Ausmall mit der BHS-Durchléassigkeit wie P, und PPB, da
Eigenschaften wie MolekulgroRe, Wasserstoffbindungspotentiale, polare Oberflachenareale
und Anzahl der rotierbaren Bindung nicht mit einbezogen werden. Auch der geringe uptake
von FE@QSUPPY (trotz eines log P Wertes von 4,00) in das Gehirn [5] spiegelt diese
Hypothese wider [40].

Versucht man die Ergebnisse aus den CES-Ansdtzen und die der log P Werte
zusammenzufassen, kommt man zu dem Schluss, dass aus metabolischer und aus Sicht der
Lipophilie wahrscheinlich keines der FE@SUPPY-Analoga als Hirntracer Verwendung
finden wird. Die stabilen Derivate, DFE@SUPPY und Me@SUPPY:21, sind wegen ihrer
hohen Hydrophilie trotz Stabilitdt gegentber der CES als Hirntracer auszuschlieRen.
FE@SUPPY:11, DFE@SUPPY:2 und Me@SUPPY:11 hingegen weisen eine hohe Stabilitat
und eine hohe Lipophilie (im Bereich von HPLC log Po,* 5) auf. Nachdem die log P
Messung nach Donovan und Pescatore eine sichere Methode ist zur Bestimmung der
Lipophilie, jedoch wahrscheinlich nicht als Vorhersage der Passierbarkeit durch die BHS

herangezogen werden kann, wird man mit diesen Molekilen weitere Messungen anstreben,
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die die passive Diffusion durch die BHS eher vorhersagt. Zu beachten ist aber, dass die hohe
Lipophilie flr ein unspezifisches Binden spricht. Es kann also sein, dass FE@QSUPPY:11,
DFE@SUPPY:2 und Me@SUPPY:11 zwar die BHS passieren, dort aber unspezifisch binden,
was zu einer Fehlinterpretation der radioaktiven Signale in der PET fuhren kann.

Auf der einen Seite liegen die Analoga FEMe@SUPPY, FEMe@SUPPY:2, (FE)2@SUPPY
und (Me)2@SUPPY in einem guten HPLC log P, Bereich, in dem ein passives Passieren der
BHS maoglich sein kann. Auch hier sollten weitere Messungen, die besser mit der BHS-
Durchlassigkeit korrelieren, durchgefuhrt werden. Auf der anderen Seite werden diese jedoch
durch das Phase | Enzym CES hydrolysiert. Ein rascher Metabolismus muss allerdings nicht
zwangslaufig zu einem Ausschluss als Tracers fiihren — weitere praklinische Untersuchungen
sind notwendig, um eine Entscheidung bezuglich einer klinischen Applikation zu treffen. Ein
Beispiel bildet das [carbonyl-'*C]WAY 100635, das eine hohe Abbaurate (nach 5 min p.i.
sind nur noch ca. 25% erhalten) aufweist, aber alle anderen geforderten Eigenschaften fir
einen Scan an einer spezifischen Zielregion (Serontonin-Al-Rezeptor, SHTA1) aufweist [66].
[Carbonyl-""C]WAY 100635 findet bereits in klinischen Studien Verwendung.

5. Schlussbetrachtung
Sowohl FE@SUPPY, als auch FE@SUPPY:2 ((ethyl  4,6-diethyl-5-((2-

fluoroethylthio)carbonyl)-2-phenylnicotinate) zeigen eine geringe Stabilitat gegenlber der
Carboxylesterase (CES) und einen geringen Hirn-uptake, weshalb eine Serie von Derivaten
synthetisiert und auf ihre metabolische Stabilitdt gegeniiber dem Phase | Enzym analysiert
wurde. Ebenfalls wurde die Lipophilie (log P) der FE@SUPPY-Analoga bestimmt.
FE@SUPPY:11, DFE@SUPPY, Me@SUPPY:21 und Me@SUPPY:11 zeigten keinen Abbau
und sind damit stabiler als die Leitsubstanz, wahrend die Derivate FEMe@SUPPY,
FEMe@SUPPY:2, (Me)2@SUPPY und (FE)2@SUPPY gegeniiber der CES weniger stabil
waren. Vergleicht man die Michaelis-Menten Konstanten (Ky), sind alle untersuchten
Analoga stabiler als FE@SUPPY:2. (Me)2@SUPPY und (FE)?@SUPPY sogar stabiler als
FE@QSUPPY.

Die HPLC log Po-Werte schwanken trotz der engen strukturellen Ahnlichkeiten in einem
groBen Bereich zwischen einem HPLC log P, von 0,28 (hydrophil) bis zu 5,20 (lipophil).
Als Bluthirnschranken (BHS)-gangig (passive Diffusion) gelten Substanzen, deren log P
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Werte zwischen 2 und 4 liegen, aber es sind zusatzliche Methoden erforderlich, um eine
bessere VVorhersage der BHS-Durchléssigkeit zu treffen.

Nichts desto trotz geht aus der Diskussion und aus den fehlenden Information aller
FE@SUPPY-Analoga bezlglich ihrer Affinitdt zum Adenosin 3 Rezeptor (A3R)
(Autoradiographien, Zellbindungsstudien und eventuell WPET) hervor, dass nur unter
metabolischer Ansicht eine Aussage zur Eignung getroffen werden kann. Aus Sicht der
Stabilitdt gegenuber der CES sind Me@SUPPY:11, Me@SUPPY:21, DFE@SUPPY:2,
DFE@SUPPY und FE@SUPPY:11 interessant fur weitere Metaboliten-Experimente.
Betrachtet man jedoch die nicht geeigneten log P Werte, werden sie wahrscheinlich ohne
weitere Versuche wie Permeabilitdts-Messungen (Py) und Plasmaprotein-Bindung (PPB)
moglicherweise keine Eignung als Hirntracer finden. Diese Vermutung bestétigten auch
Tierversuche an Ratten mit [**FIFE@SUPPY und [*®*FJFE@SUPPY:2, nachdem der Gehirn-
uptake im Vergleich zu anderen Organen wie Lunge, Leber und Nieren nur mittelmaRig bis
sehr gering war [5].

AbschlieBend kann man sagen, dass erst mittels Bindungsstudien ein geeignetes
Affinitatsprofil erstellt werden kann, um eine Aussage Uber die Tracereignung zu treffen.
Zusatzlich werden in weiteren Metaboliten-Studien zum einen mit humanen Esterasen, sowie
mit humanen Mikrosomen und zum anderen mit humanem Plasma-Versuchen der Abbau
bestimmt und Metaboliten identifiziert. Dies ermdoglicht weitere Aussagen (ber die
enzymatische Stabilitat. Auch weitere Messungen betreffend der Lipophilie, Pn,, sowie PPB
werden genauere Aussagen Uber die Eignung als Hirntracer gestatten [31, 34, 40].

Schliel3lich wird man tber Tierversuche eine Aussage Uber die Verteilung und die passive
Diffusion durch die BHS treffen kénnen [5, 32, 40].

Wie aus den Kapiteln A3R wund Adenosin hervorgeht, wird der A3R mit der
Tumorentstehung, sowie inflammatorischen und kardiovaskuldaren Erkrankungen in
Zusammenhang gesetzt. Die hohe Expressionsrate an inflammatorischen Zellen und Tumoren
ist ein Hinweis darauf, genau wie diverse Experimente mit A3 (-/-) Knockout (KO)-Tieren
zeigen. Ein wirksamer A3R-Antagonist konnte somit nicht nur Therapiemoglichkeit fur
zahlreiche Erkrankungen (Chronisch obstruktive Lungenkrankheit, Allergien und Arthritis)
sein, sondern auch als Nachweise fir die klinische Wirkung von Pharmaka gelten, die fir
diese Erkrankungen eingesetzt werden. Im Bezug zu kardiovaskuldren Effekten ist die
Signalweiterleitung sicherlich ein Diskussionsthema, da im Herzgewebe der A3R im
Vergleich zu anderen Geweben der Peripherie nur sehr gering exprimiert wird, jedoch

deutliche Effekte nachgewiesen wurden [6, 52, 56].
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6. Zusammenfassung

Hintergrund: [*®*F]JFE@SUPPY (2-[*®F]fluoroethyl 4,6-diethyl-5-(ethylthiocarbonyl)-2-
phenylnicotinate) wurde als erster Positronen Emissions Tomographie (PET-)Tracer fir den
Adenosin A3 Rezeptor (A3R) vorgestellt. Seine hervorragende Affinitat und Selektivitat fur
diesen Rezeptortyp wurde mit Autoradiographie-, Biodistribution und p-PET-Experimenten
gezeigt. FE@SUPPY (2-fluoroethyl 4,6-diethyl-5-(ethylthiocarbonyl)-2-phenylnicotinate)
tragt sowohl einen Carboxylester als auch einen Thiocarboxylester. Beide Esterfunktionen
kdnnen enzymatisch durch die Carboxylesterase (CES) hydrolysiert werden. Ziel dieser
Arbeit war es, ein metabolisches Profil einer Reihe von FE@SUPPY und FE@QSUPPY:2
((ethyl 4,6-diethyl-5-((2-fluoroethylthio)carbonyl)-2-phenylnicotinate)-Derivaten zu erstellen
und dartber hinaus mittels Lipophilie-Experimenten Aussagen Uber die Mdglichkeit der
passiven Diffusion durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu treffen. In-vitro Experimente mit
CES zeigten, dass FE@QSUPPY und FE@SUPPY:2 deutlich durch dieses Enzym abgebaut
wurden (Km_re@suppy 20.1, Vimax re@suppy 0.038 und Ky re@surpy:2 13.1, Vivax_re@suppy:2
0.015). Dieser enzymatische Abbau wurde auch in Experimenten an Ratten beobachtet. Die
log P Experimente wurden mit einer HPLC-Methode durchgefiihrt und ergab HPLC log Py, ™
"4 Werte von 4,00 fur FE@SUPPY und 3,99 fiir FE@SUPPY:2. Diese HPLC log P, Werte
erlauben die passive Diffusion durch die BHS. Ein guter Bereich fiir eine passive Diffusion
waére ein HPLC log Py von 2 bis 4.

Methoden:  Die  Experimente  wurden  unter  physiologischen  Bedingungen
(phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) pH 7,4 und 36°C) in einem Triplikat (n=3)
durchgefuhrt, dabei wurden verschiedene Mengen der jeweiligen unmarkierten Substrate
verwendet und eine definierte Menge des spezifischen Enzyms (80 IU porcine CES). Als
Substrate wurden FE@QSUPPY:11 (2,4-diethyl-5-((2-fluoroethoxy)carbonyl)-6-
phenylpyridine-3-carbothioic S-acid), DFE@SUPPY (4,6-diethyl-5-(ethylsulfanylcarbonyl)-
2-phenylpyridine-3-carboxylate), DFE@SUPPY:2 (2,4-diethyl-5-(ethoxycarbonyl)-6-
phenylpyridine-3-carbothioic S-acid), Me@SUPPY:11 (2,4-diethyl-5-(methoxycarbonyl)-6-
phenylpyridine-3-carbothioic ~ S-acid), (Me)2@SUPPY, Me@SUPPY:21(4,6-diethyl-5-
(methylsulfanylcarbonyl)-2-phenylpyridine-3-carboxylate), (FE)2@SUPPY, FEMe@SUPPY
und FEMe@SUPPY:2 verwendet. Aliquote der Inkubationsreaktion wurden nach definierten
Zeitpunkten (0, 60, 120, 180 und 360 min) entnommen und 1:1 mit einem Stoppreagenz aus
Acetonitril/Methanol (10:1) prazipitiert. Nach Zentrifugation (10000 rpm, 3 min) der
gestoppten Reaktion, wurde der erhaltene Uberstand mittels HPLC analysiert: Agilent 1100
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System mit einem Diodenarray-Detektor (DAD) in einem Wellenlangenbereich von 240 und
254nm; Stationare Phase war eine 5pum Partikelgrofie RP-18 Sdule. Die mobile Phase bestand
aus einem Natriumcitrat- (pH 2,5) und Acetonitrilgemisch (32:68). Die Lipophilie-
Experimente wurden in einem Triplikat (n=3) mittels HPLC-Methode zur direkten
Generierung der log P,y mit den unmarkierten Substraten nach Donovan und Pescatore
(2002) durchgefihrt.

Ergebnisse: Die in-vitro Analysen zeigten keinen Abbau von FE@SUPPY:11,
DFE@SUPPY, DFE@SUPPY:2 Me@SUPPY:11, und Me@SUPPY:21 durch CES nach 4
Stunden. Selbst nach 24 Stunden zeigten die Substrate keinen Metabolismus. Im Gegensatz
dazu wurden (FE)2@SUPPY, (Me)?!@SUPPY, FEMe@SUPPY und FEMe@SUPPY nach 4
Stunden abgebaut. Die Tabelle zeigt Vinax und K, der entsprechenden Substrate.

(Me)? FEMe@ FEMe@ (FE)’@

@SUPPY SUPPY SUPPY:2 SUPPY
Vimax 0,02105 0,03870 0,02159 0,01285
K 24,63 15,12 18,50 34,16

Die HPLC log P,/ Werte lagen in einem Bereich zwischen 0,32 und 5,26. Im Detail: 5,15
fur FE@SUPPY:11, 0,97 fir DFE@SUPPY, 5,26 fur DFE@SUPPY:2, 5,18 fir
Me@SUPPY:11, 0,32 fir Me@SUPPY:21, 3,66 fir (Me)2@SUPPY, 3,83 fir
FEMe@SUPPY:2, 3,81 fir FEMe@SUPPY und 3,95 fir (FE)2@SUPPY .,

Schlussfolgerung: Auf Grundlage der Ausgangssubstanzen FE@SUPPY und FE@SUPPY:2
wurde eine Reihe von Analoga synthetisiert und ihr metabolisches Profil erstellt. Unter
Betrachtung der Ergebnisse der CES-Versuche sind die analysierten Substrate mit Ausnahme
von (FE)2@SUPPY, (Me)2@SUPPY, FEMe@SUPPY und FEMe@SUPPY sehr stabil.
Vergleicht man die K, Werte aller abbauenden Substrate, zeigten (Me)?@SUPPY und
(FE)2@SUPPY die groRte Stabilitdt gegentiber dem Abbau durch die CES. Die hohen
Lipophilie von FE@SUPPY:11, DFE@SUPPY:2 und Me@SUPPY:11 konnten in einer
unspezifischen Bindung resultieren, wéhrend die niedrigeren log P-Werte von
Me@SUPPY:21 und DFE@SUPPY im Vergleich zu den Ausgangssubstanzen zu niedrig sind
um die BHS passieren zu kénnen. (Me)2@SUPPY, FEMe@SUPPY:2, FEMe@SUPPY sowie
(FE)2@SUPPY hingegen zeigen einen Lipophiliebereich, in dem die passive Diffusion durch
die BHS mdglich waére, jedoch zeigen sie eine erhdhte enzymatische Abbaurate durch die
CES. Erst nach weiteren préklinischen Evaluierungen, die Aussagen (ber die Affinitat und
Selektivitat (Bindungsstudien) zulassen und weiteren Metaboliten-Versuchen, kénnen

Entscheidungen uber die Applizierbarkeit als PET-Tracer getroffen werden.
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7. Abstract

Aim: [“|*F]FE@SUPPY (2-[*®F]fluoroethyl 4,6-diethyl-5-(ethylthiocarbonyl)-2-
phenylnicotinate) was evaluated as the first PET-tracer for the Adenosin A3 receptor (A3R)
[10]. It shows excellent affinity and selectivity for this receptor-type [4]. This was
demonstrated by autoradiography, biodistribution and p-PET experiments. Chemically,
FE@SUPPY (2-fluoroethyl 4,6-diethyl-5-(ethylthiocarbonyl)-2-phenylnicotinate) carries one
carboxylic and one thiocarboxylic ester group within its molecule. These ester functions are
primarily cleaved by the presence of Carboxylesterase (CES). The aim of the present study
was the quantification of the metabolic profiles and the log P with a common HPLC method
[35] of a series of analogue structures derived from FE@SUPPY and FE@SUPPY:2 ((ethyl
4,6-diethyl-5-((2-fluoroethylthio)carbonyl)-2-phenylnicotinate) to find a metabolically more
stable tracer for the application towards the A3R. In-vitro experiments with CES showed that
FE@SUPPY and FE@SUPPY:2 were considerably degenerated by those enzymes
(Km_re@suppy 20.1, Vmax re@suppy 0.038 and Ky re@suppy:2 13.1, Vmax re@suppy:2 0.015).
This rapid degeneration was also observed in rat experiments. The log P values at the ph of
7.4 were 4.00 for FE@SUPPY and 3.99 for FE@SUPPY:2, respectively. These values
demonstrate that a passive diffusion through the BBB is possible. A suitable range to pass the
BBB via passive diffusion would be from 2 to 4.

Materials and methods: Experiments were performed in triplicate (n=3), using different
amounts of the particular unlabeled substrates. Experiments were conducted with
FE@QSUPPY:11(2,4-diethyl-5-((2-fluoroethoxy)carbonyl)-6-phenylpyridine-3-carbothioic  S-
acid), DFE@SUPPY (4,6-diethyl-5-(ethylsulfanylcarbonyl)-2-phenylpyridine-3-carboxylate),
DFE@SUPPY:2(2,4-diethyl-5-(ethoxycarbonyl)-6-phenylpyridine-3-carbothioic S-acid),
Me@SUPPY:11(2,4-diethyl-5-(methoxycarbonyl)-6-phenylpyridine-3-carbothioic ~ S-acid),
(Me)?)@SUPPY, Me@SUPPY:21(4,6-diethyl-5-(methylsulfanylcarbonyl)-2-phenylpyridine-
3-carboxylate), (FE)?@SUPPY, FEMe@SUPPY and FEMe@SUPPY:2 under physiological
conditions (porcine carboxyl esterase 801U, 36°C, phosphate-buffered saline pH 7.4). The
incubation reactions were stopped by adding acetonitrile/methanol (10:1) at 0, 180, and 360
minutes, respectively. After centrifugation (10000rpm, 4min) of the reaction mixtures, the
obtained supernatant was subjected to HPLC analysis: Agilent 1100 system with a diode array
UV detector at a range from 240 to 254nm; stationary phase was a 5um particle size RP-18

column, in each case. The mobile phase consisted of a mixture of sodium citrate (pH 2.5) and
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acetonitrile (32:68). Lipophilicity experiments (log Po) were performed in triplicate by using
the common HPLC method by Donovan and Pescatore (2002).

Results: The in-vitro assays showed no cleavage of FE@SUPPY:11, DFE@SUPPY,
DFE@SUPPY:2 Me@SUPPY:11, and Me@SUPPY:21 against CES after 6 hours. Even after
24 hours the substances showed no metabolism. In contrast (FE)2@SUPPY, (Me)2@SUPPY,
FEMe@SUPPY and FEMe@SUPPY were cleaved after 4 hours significantly. Chart 1 shows
the Ky, and Vmax values for the degraded substrates.

(Me)® FEMe@ FEMe@ (FE)’@

@SUPPY SUPPY SUPPY:2 SUPPY
Vmax 0.02105 0.03870 0.02159 0.01285
Kom 24.63 15.12 18.50 34.16

The HPLC log Poy'* showed values between 0.32 and 5.26. The values were in detail: 5.15
for FE@SUPPY:11, 097 for DFE@SUPPY, 5.26 for DFE@SUPPY:2, 5.18 for
Me@SUPPY:11, 0.32 for Me@SUPPY:21, 3.66 for (Me)2@SUPPY, 3.83 for
FEMe@SUPPY:2, 3.81 for FEMe@SUPPY and (FE)2@SUPPY for 3.95, respectively.
Conclusion: On the basis of the lead compounds FE@SUPPY and FE@SUPPY:2 a series of
analogues have been synthesized and metabolically analyzed. Hence, from a metabolic point
of view the stability of the stated substances except FE2@SUPPY, Me2@SUPPY,
FEMe@SUPPY and FEMe@SUPPY against CES is very high. Comparing the K, values of
FE@SUPPY and FE@SUPPY:2, the analogues (Me)?@SUPPY and (FE)?@SUPPY showed a
higher stability against CES. The logP values of FE@SUPPY:11, DFE@SUPPY:2 and
Me@SUPPY:11 could lead to unspecific binding, whereas the values of Me@SUPPY:21 and
DFE@SUPPY are comparatively too low to pass the BBB. (Me)2@SUPPY,
FEMe@SUPPY:2, FEMe@SUPPY and (FE)?@SUPPY showed values, which allow them to
pass the BBB via passive diffusion, but are fast degradated by CES.

However, binding studies of stable analogues will have to be conducted to assess the binding
profile of the selected substances towards the A3R. On the basis of these results, a decision
upon an improved applicability of one of the evaluated molecules as a PET-tracer will be
possible.
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11. Abkiirzungen

A3R Adenosin 3 Rezeptor

AC Adenylatzyclase

ADME Absorption, Distribution, Metabolismus,
Exkretion

ACN Acetonitril

ADP Adenosin-Di-Phosphat

AMP Adenosin-Mono-Phosphat

AS Aminoséaure

ATP Adenosin-Tri-Phosphat

AUC Area Under the Curve, Peakflache

BHS Bluthirnschranke

CES Carboxylesterase

CYP Cytochrom P

D Asparaginsaure

DAD Diodenarray-Detektor

DMSO Dimethyl Sulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

E Glutamin

[E] Enzymkonzentration

El Enzym-Inhibitor Komplex

EP Enzym-Produkt Komplex

ER Endoplasmatisches Reticulum

ES Enzym-Substrat Komplex

[ES] Enzym-Substrat Komplex- Konzentration

ESI Enzym-Substrat-Inhibitor Komplex

[ESI] Enzym-Substrat-Inhibitor Komplex-
Konzentration

EZ Endothelzelle

GDP Guanindiphosphat

GPCR G-Protein gekoppelte Rezeptoren

GTP Guanintriphosphat

H Histidin

HPLC High-performance liquid chromatography

5-HTT 5-Hydroxytryptamintransporter
(Serotonintransporter)

hCE humane Carboxylesterase

I Inhibitor

[n Inhibitorkonzentration

1AM Immobilized Arificial Membrane-
Chromatographie

ID Injizierte Dosis

18] International Unit

kat Katal

kDa Kilo Dalton




keV Kiloelektronen Volt

Kmn Michaelis-Menten Konstante

Km Membran-Verteilungskoeffizient

L Leucin

LADME Liberation, Absorption, Distribution,
Metabolismus, Exkretion

m Steigung

MAPK Mitogen-Activated Protein-Kinase

mMRNA messenger Ribonukleinsdure

NAD Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

NADP Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NF«xB Nuclear Factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of
activated B-cells

NP-HPLC Normal-Phase HPLC

[P] Produktkonzentration

P1 Purin Rezeptoren 1

P-gp P-Glycoproteine (Transporter)

pl Isoelektrischer Punkt

PLE Porcine Leberesterase

P Permeabilitat

PPB Plasma Protein Bindung

RNA Ribonukleinséure

RP-HPLC Reverse-Phase HPLC

R; Retentionszeit

S Serin

[S] Substratkonzentration

SNP Single Nucleotide Polymorphism

TJ Tight Junctions

\ Reaktionsgeschwindigkeit

V max Maximale Reaktionsgeschwindigkeit

% V max Halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit

Whnt Wingless und Int-1 (Signalprotein)

X Unbekannte Aminosaure

ZNS Zentrales Nervensystem




12.Strukturverzeichnis

NH,
N \N
)
HO N N/
0]

OH OH

Adenosin (((2R,3R,4S,5R)-2-(6-Aminopurin-9-yl)- 5-(hydroxymethyl)oxolan-3,4-diol))

["|*F]FE@SUPPY (2-[*®F]fluoroethyl 4,6-diethyl-5-(ethylthiocarbonyl)-2-phenylnicotinate)



FE@SUPPY:11 (2,4-diethyl-5-((2-fluoroethoxy)carbonyl)-6-phenylpyridine-3-carbothioic S-
acid)

\



Vil



ME@SUPPY:21 (4,6-diethyl-5-(methylthiocarbonyl)-2-phenylnicotinic acid)

FEMe@SUPPY::2 (methyl 4,6-diethyl-5-((2-fluoroethylthio)carbonyl)-2-phenylnicotinate)

VIl



FE@SUPPY:21 (4,6-diethyl-5-((2-fluoroethylsulfanyl)carbonyl)-2-phenylpyridine-3-

carboxylate)

13.Formelverzeichnis

PO +p — SF +n
¥O(p, n) ®F-Reaktion

Ki=[E]*[1]/[El]

Gleichung der Inhibitionskonstante K



ES/EI
Enzym-Substrat-/Enzym-Inhibitor Quotient

1 kat= 1 x mol/s= 60 x 10° U

Umrechnung Katal zu Unit

K

B e B g
ki
[ [

Substrate binding  Catalytic step

Enzym-Reaktions Modell nach Michaelis-Menten

_dIP] _ VaulS]
dt ~ K, +[S]
Michaelis-Menten Gleichung

Km= [E] x [S]/ [ES]

Michaelis-Menten Konstante

[solute] .0
[SD]Ut-E] un—ionized

water

lﬂg Po-ctg’wat = I‘Dg (

Berechnung des log Pow
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log Docijwar = lo
8 Hoctfuat s ([solut-e]

Berechnung Log Doy
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logPynknown =

Berechnung des HPLC log P, nach Donovan und Pescatore (2002)
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