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1 EINLEITUNG



Einleitung

1.1 Plasmaproteine

In den Gefallen des erwachsenen menschlichen Korpers fliet durchschnittlich 5-6
Liter Blut. Der flussige, zellfreie Anteil, etwa 55% Prozent der gesamten
Blutmenge, wird als Blutplasma bezeichnet. Plasma besteht zu etwa 95% aus
Wasser, in dem Plasmaproteine, Salze sowie ungeladene Stoffe wie Glucose,
Harnstoff etc. geldst vorliegen.

Mit 60-80 g/l bilden die Plasmaproteine den mengenmafig grofdten Anteil der im
Plasma gelosten Substanzen. Sie haben vielfaltige Funktionen. Beispielsweise
stellen sie ein fur den Korper schnell verfugbares Eiweildreservoir dar und sind fur
die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks und des Blut-pH-Wertes
zustandig. Des Weiteren transportieren Plasmaproteine wasserunldosliche
Substanzen, Hormone und Enzyme und sind wichtige Bestandteile des
Gerinnungs- bzw. des Immunsystems. Insgesamt kommen im Plasma des
Menschen (iber 100 verschiedene Plasmaproteine vor. Ublicherweise werden
diese in Albumine und (o-, az-, B-, v-) Globuline unterteilt. Eine kurze Ubersicht
der wichtigsten Vertreter und ihrer Funktionen ist in Tabelle 1 zu sehen.

Kommen Arzneistoffe nach ihrer Resorption in Kontakt mit Plasmaproteinen,
konnen diese den Arzneistoff binden. Da aber nur der im Plasma ungebunden
vorliegende Anteil eine Wirkung an Enzymen oder Rezeptoren hervorrufen kann,
ist es wichtig zu wissen, wie hoch das Ausmall der Proteinbindung eines
Arzneistoffs ist. Der wichtigste Bindungspartner flr Arzneistoffe ist hierbei
Serumalbumin, das vorwiegend saure und neutrale Stoffe bindet. In geringerem
Malie tragt auch das saure a4-Glycoprotein, das primar basische Wirkstoffe bindet,

zur Proteinbindung von Arzneistoffen bei.
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Tabelle 1: Ubersicht ausgewihlter Plasmaproteine und ihrer Funktionen nach!"!

Molare Masse Mittlere
Fraktion Protein Funktion Konzentration
[kDa]
[oN]
Albumin OsmoTt:Z‘r’lzegzr“d" 67 40
Albumine T D
raalbumin .
(Transthyretin) Transport von Thyroxin 55 0.3
Saures a-Glycoprotein Transport 40 0.8
a4-Globuline Lipoprotein (HDL) Transport von Lipiden 200-400 35
Prothrombin Gerinnungsfaktor 72 0.06-0.1
Antithrombin 111 :TT"’“.”Q der 58 03
a,-Globuline digernnung
Haptoglobin Bindung von Hamoglobin 100 1
Lipoprotein (LDL) Transport von Lipiden 2000-4500 55
B- Globuline Fibrinogen Gerinnungsfaktor 340 3
Transferrin Transport von Eisenionen 80 2-3
IgG / IgM Antikdrper 150 /935 13.5/1.5
1-Globuline IgA Antiks 360-720 3
(Immunglobuline) 9 ntikorper )
IgE Antikorper, Allergie 196 0.00005

1.1.1 Albumin

Serumalbumin stellt mit 40 g/l etwa 60% der gesamten Plasmaproteinmenge.

Taglich werden 10-15 g Serumalbumin in der menschlichen Leber produziert. Die

durchschnittliche Halbwertszeit liegt bei ca. 19 Tagen. Die Aminosauresequenz

von humanem Serumalbumin wurde 1975 erstmals von Meloun publiziert.[2] Durch

die Dekodierung der zugrunde liegenden mRNA wurde diese Veroffentlichung

1982 von Dugaiczyk korrigiert.® Demnach hat humanes Serumalbumin eine

molare Masse von 67 kDa und besteht aus 585 Aminosauren. Uber insgesamt 17

Disulfidbricken bilden sich so drei homologe Domanen (I-ll), die ihrerseits jeweils

in zwei Subdomanen (A/B) unterteilt werden (s. Abbildung 1)
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Der helikale Anteil des Proteins liegt bei etwa 65%. Die annahernd herzformige

Tertiarstruktur wurde 1992 mittels Rontgenstrukturanalyse aufgeklart. Weitere

Arbeiten zur dreidimensionalen Struktur des humanen Serumalbumins wurden im
[5,6,7]

Laufe der folgenden Jahre veroffentlicht.

Abbildung 2: Tertiarstruktur von humanem Serumalbumin; I-lll = homologe Doméanen

des Albumins; Wiedergabe nach 7 mit Genehmigung der ASBMB Journals
Wie schon erwahnt, sorgt Serumalbumin, neben der Aufrechterhaltung des
kolloidosmotischen Drucks, fur die Bindung und den Transport von
unterschiedlichen Liganden. Beispielsweise werden unter physiologischen
Bedingungen korpereigene Fettsauren,®? Bilirubin®®'™ und andere endogene
Stoffe an Albumin gebunden. Daneben ist die Bindung von Arzneistoffen von hoher
Bedeutung. Erste Informationen uber die potentiellen Bindungsstellen solcher
Liganden lieferten die Arbeiten von Sudlow.""'? Die nach ihm benannten
Bindungstellen | und Il finden sich in den Subdomanen IIA bzw. IlIA. Wirkstoffe,

die spezifisch an diesen Bindungsstellen binden, sind Warfarin, Phenprocoumon
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und Phenylbutazon fur Bindungsstelle | bzw. Ibuprofen fur Bindungstelle Il. Eine
dritte Bindungstelle, fur die Digitoxin einen charakteristischen Liganden darstellt,
wurde 1979 von Sjoholm identifiziert."™ In spateren Arbeiten wurde festgestellt,
dass sich Bindungstelle | aus mindestens drei teilweise Uberlappenden

Bindungsregionen zusammensetzt, fur die Liganden wie Warfarin, Phenylbutazon,

WARFARIN REGION

AZAPROPAZON REGION;

WARFARIN |

| PHENYLBUTAZON |
| IODIPAMID |

! REGION IB

REGION IC: REGION IA:
C :

Abbildung 3: unterschiedliche Bindungsbereiche und bekannte Liganden der

Bindungsstelle | des humanem Serumalbumin modifiziert nach!"”
oder Azapropazon unterschiedliche Affinitaten besitzen.!'*>'®"1 wie Experimente
mit Bilirubin und Diazepam zeigten, kann auch die zweite Bindungsstelle in zwei
verschiedene Bindungsbereiche unterteilt werden.!'”® Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass manche Liganden Affinititen zu mehreren
Bindungsstellen aufweisen.”'® Unabhangig davon kénnen auch von der
eigentlichen Bindungsstelle entfernte Regionen im Albuminmolekul Einfluss auf
das Bindungsverhalten des Stoffes haben.?® All diese Arbeiten machen deutlich,
wie vielschichtig die Wechselwirkung zwischen Albumin und Arzneistoff sein kann.
Aufgrund der unterschiedlichen Bindungsregionen ist es beispielsweise moglich,
dass mehrere Arzneistoffe am selben Albuminmolekll binden, ohne sich dabei

gegenseitig zu beeinflussen.
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Bovines Serumalbumin (BSA) besitzt eine sehr hohe strukturelle Ahnlichkeit zu
humanem Serumalbumin (HSA). Wie in Tabelle 2 zu sehen ist, stimmt seine
Zusammensetzung zu etwa 80% mit HSA dberein und besteht aus 582
Aminosauren.”! Auch die Bindungstellen fiir Arzneistoffe befinden sich in den
selben Regionen wie beim HSA.?" Dies erklart, warum BSA als kostengiinstiger
Ersatz zu HSA zur Bestimmung der Proteinbindung von Arzneistoffe verwendet
werden kann.

Tabelle 2: Vergleich der Zusammensetzung von bovinem und humanem

Serumalbumin nach®

Albumin

Aminosaure bovin human
Asparaginsaure 41 36
Asparagin 13 17
Threonin 34 28
Serin 28 24
Glutaminsaure 59 62
Glutamin 20 20
Prolin 28 24
Glycin 16 12
Alanin 46 62
Valin 36 41
Cystein 35 35
Methionin 4 6
Isoleucin 14 8
Leucin 61 61
Tyrosin 19 18
Phenylalanin 27 31
Lysin 59 59
Histidin 17 16
Tryptophan 2 1
Arginin 23 24
[Summe 582 585

1.1.2 Saures a,-Glycoprotein

Neben Serumalbumin spielt das saure a4-Glycoprotein (AGP, Orosomucoid) bei
der Proteinbindung von Arzneistoffen eine Rolle. 1950 wurde es erstmals von
Schmid beschrieben.?? Saures a4-Glycoprotein besteht aus 183 Aminosauren und

hat eine molare Masse von etwa 40 kDa. Es wird primar in der Leber gebildet, die
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mittlere Plasmakonzentration liegt bei 0,8 g/I. **! Als Akute-Phase-Protein kann die
Plasmakonzentration des sauren a4-Glycoprotein aufgrund von sogenannten
Akute-Phase-Reaktionen auf das 2-5fache ansteigen.”!

Da zwei verschiedene Gene fur das saure aq-Glycoprotein kodieren, zeigt der
Proteinteil des Molekiils Polymorphismus.”® Insgesamt unterschiedet man drei
Varianten: Gen 1 (AAG-A) kodiert dabei fur die Varianten ORM1 F1 und ORM1 S,
die sich daher auch nur geringfiigig unterscheiden. Die dritte Variante A wird vom
zweiten bekannten Gen (AAG-B/B’) kodiert.”® Unabhéngig von den verschiedenen
Varianten zeigt auch der Kohlenhydratanteil eine hohe Variabilitat, die
beispielsweise von den physiologischen Gegebenheiten abhangig ist.?* Aus
Plasma isoliertes AGP zeigt dementsprechend keine Homogenitat.

Saures a4-Glycoprotein bindet im Gegensatz zu HSA primar basische Liganden.
Typische Bindungspartner sind beispielsweise Methadon, Propranolol und
Lidocain. Dennoch kdnnen auch saure Substanzen, wie z. B. Phenobarbital, hohe
Affinitat zu AGP aufweisen. Das Ausmal der Bindung eines Wirkstoffes zu saurem
a1-Glycoprotein kann aufgrund der schwankenden Plasmaspiegel bei pathogenen

Zustanden unterschiedlich sein.?”!

Des Weiteren zeigen Liganden haufig
unterschiedliche Affinitdten zu den genetischen Varianten des sauren ay-
Glycoprotein, was aufgrund der schon angesprochenen Inhomogenitat der
Plasmaproben zu unterschiedlichen Ergebnissen bei der Bestimmung der
Proteinbindung fiihren kann.”2°% Da die dreidimensionale Struktur von saurem
a1-Glycoprotein bisher noch unbekannt ist, sind auch die Positionen von
potentiellen Bindungsstellen fur Liganden nicht vollstandig geklart. Da sich eine
Probe von saurem a4-Glycoprotein aus den verschiedenen genetischen Varianten
zusammensetzt, und diese unterschiedliche Affinitaten zu Liganden zeigen, ist

aber grundsatzlich von mehreren Bindungsbereichen auszugehen.
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1.2 Pharmakokinetische Grundlage der Proteinbindung

Liegt ein Arzneistoff im Plasma frei vor, kann er aus der Blutbahn durch
Biomembranen diffundieren und so am Zielorgan seine Wirkung entfalten. Im
Gegensatz dazu ist der an Plasmaproteine gebundene Wirkstoffanteil nicht in der
Lage biologische Membranen zu uUberwinden und ist dementsprechend
pharmakologisch inaktiv. Dieser Zusammenhang zwischen Proteinbindung und
Wirkung eines Arzneistoffs konnte in zahlreichen Arbeiten nachgewiesen werden.
Vor allem der Einfluss der Plasmaproteine auf die minimale Hemmkonzentration
antimikrobiell wirksamer Substanzen war Gegenstand haufiger Unter-
suchungen.?'*23 Die Plasmaproteinbindung eines Arzneistoffes wirkt sich aber
nicht nur auf die Intensitdat der hervorgerufenen Wirkung aus. Auch
pharmakokinetische Parameter wie Verteilungsvolumen, Metabolisierung und
Elimination werden vom Ausmall der Proteinbindung eines Arzneistoffs

beeinflusst.*

1.2.1 Verteilungsvolumen

Unter dem Verteilungsvolumen Vg4 versteht man das Verhaltnis aus der gesamten
Arzneistoffmenge nach Applikation und der gemessenen Arzneistoffkonzentration
C:

Gesamtarzneistoffmenge im Kérper  Dosis
Gemessene ArzneistoffkonzentrationC ~ C

Verteilungsvolumen V, =

Ublicherweise wird die Konzentration des Arzneistoffs im Plasma gemessen. Wird
nun Arzneistoff im extravaskularen Raum gebunden, verringert sich entsprechend
die Plasmakonzentration des Arzneistoffs und das Verteilungsvolumen steigt an.
Das Verteilungsvolumen ist also ein Mal} fur die Verteilung eines Arzneistoffs im

Korper.
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Ausgehend von einer Bestimmung der Wirkstoffmenge im Plasma erhalt man die
Gesamtmenge an Arzneistoff im Korper (= cp-Vq4) als Summe aus der Menge an
Arzneistoff im Plasma und an Arzneistoff im Gewebe:

Cp -Vy =Cp -Vp +C; -V, (1)
Vp und V7 entsprechen dem Plasmavolumen und dem Volumen im Gewebe, cp
und crt sind die Gesamtkonzentrationen des Arzneistoffs im Plasma bzw. im
Gewebe. Im Steady-State ist die freie Arzneistoffkonzentration c,p) im Plasma und
Gewebe gleich. Die ungebundenen Anteile des Arzneistoffs im Plasma (fyr)) bzw.

im Gewebe (fy)) ergeben sich zu:

= : _Cup)
asma: f,, = o (2)
P
G : Cucp)
ewebe: f,, - 3)
T

Einsetzen von (3) in (2) ergibt dementsprechend:

Setzt man nun Gleichung (4) in Gleichung (1) ein und I6st nach dem
Verteilungsvolumen Vg4 auf, erhdlt man den Zusammenhang zwischen
Plasmavolumen Vp, der freien Arzneistoffkonzentration im Plasma f,p), der freien
Arzneistoffkonzentration im Gewebe f,) und dem Gewebevolumen Vg:

fue)
Vy =Vo + 00V, (5)
™)

Diese Gleichung gilt analog, wenn sich das Verteilungsvolumen auf Blut anstatt
Plasma bezieht. Je hoher also der freie Anteil eines Arzneistoffs im Plasma bzw.

Blut, desto hoher das Verteilungsvolumen des Stoffes.
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1.2.2 Metabolisierung und Clearance

Auch Metabolisierung und Clearance eines Arzneistoffs werden durch dessen
Proteinbindung beeinflusst. So kann der an Plasmaproteine gebundene
Arzneistoffanteil weder Uber die Niere ausgeschieden, noch in der Leber
metabolisiert werden.
Die Clearance CL beschreibt die Elimination eines Arzneistoffs aus dem Korper.
Sie entspricht dem Volumen einer Korperflussigkeit, das in einer bestimmten Zeit
von einem Wirkstoff befreit wird. Grundsatzlich ist es mdglich zu jedem
Ausscheidungsorgan (z.B. Leber, Niere) die entsprechende Clearance (CLhepatisch,
Clrenal) zu bestimmen. Die Gesamtkdrperclearance ergibt sich dann aus der
Summe der Organclearances.
Die Durchblutungsgeschwindigkeit Q eines Organs steht im Zusammenhang mit
der Clearance. Denn je hoher der Blutfluss ist, desto schneller bzw. mehr
Arzneistoff kann im Organ eliminiert werden:

CL=Q-¢ (1)
€ entspricht hierbei dem Extraktionskoeffizienten des jeweiligen Arzneistoffs, der

wie folgt definiert ist:

&= i a (2)

ci ist die Arzneistoffkonzentration, die in das Organ eintritt, c, die Konzentration, die
es wieder verlasst. Der Extraktionskoeffizient € nimmt dementsprechend immer
einen Wert zwischen 0 und 1 an. Ist € = 0, bedeutet dies, dass der Wirkstoff nicht
eliminiert wird, € = 1 entspricht einer vollstandigen Elimination durch das
entsprechende Ausscheidungsorgan. Der Extraktionskoeffizient wiederum ist von
der Durchblutungsgeschwindigkeit Q des entsprechenden Eliminationsorgans, der
Proteinbindung des Arzneistoffes und der intrinsischen Clearance CL;y abhangig.
Als intrinsische Clearance CLi,; bezeichnet man die maximale Eliminationsleistung
des Organs bei unlimitierter Arzneistoffzufuhr. Die Proteinbindung kann als

ungebundene Fraktion f, des Arzneistoffs ausgedrickt werden. Sie spielt deshalb
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eine Rolle fur die Clearance, da nur der freie Arzneistoffanteil eliminiert und
metabolisiert werden kann.

Bezogen auf die Leber als Eliminationsorgan kénnen diese Zusammenhange
durch die Wilkinson-Shand-Gleichung beschrieben werden:
Qhep -f, -CL,
Quep + T, -CLy,

CLhep = Qhep “Ehep = (3)

Clhep und Qnep entsprichen hierbei der hepatischen Clearance bzw. der
Durchblutungsgeschwindigkeit der Leber.

Basierend auf Gleichung 3 kann man zwei Extremfalle unterscheiden:

1. ,Low-extraction drugs*

Arzneistoffe, die nur geringem Metabolismus unterliegen, haben eine geringe
intrinsische Clearance CLj,. Daher qgilt:
Qhep >> fu 'CLint = Qhep ~ Qhep + fu 'CLint

Demzufolge entspricht die Clearance: CL,,, ~ f, -CL, (4)

Von ,low-extraction Drugs® spricht man, wenn die Konzentration des Arzneistoffs
bei der Leberpassage lediglich um weniger als 20 % sinkt. Der
Extraktionskoeffizient solcher Substanzen ist also kleiner 0.2. Gleichung 4 zeigt,
dass die hepatische Clearance der ,low-extraction drugs® in erster Linie von der
intrinsischen Clearance der Leber und dem Ausmal} der Proteinbindung abhangt.
Wurde sich die freie Plasmakonzentration eines Arzneistoffes durch eine
erniedrigte Proteinbindung erhohen, hatte dies eine ansteigende Clearance zur
Folge. Durch die gesteigerte Elimination sinkt der Gesamtplasmaspiegel des
Arzneistoffs, die Konzentration des ungebundenen Anteils bleibt aber letztendlich
gleich.

Beispiele fur ,low-extraction drugs® sind Warfarin, Phenytoin oder Tolbutamid.

2. L,High-extraction drugs”

Arzneistoffe, die stark metabolisiert werden, haben eine hohe intrinsische
Clearance. Fur solche Stoffe gilt:
Qhep << fU .CLint = Qhep + fu 'CLint ~ fu .CLint

12
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Folglich reduziert sich Gleichung 3 zu: CL,, = Q, (5)

Als ,high-extraction drugs® werden Stoffe bezeichnet, deren Konzentration nach
der Passage der Leber um mehr als 80 % verringert ist. Ihr Extraktionskoeffizient €
ist dementsprechend > 0.8. Gleichung 5 veranschaulicht, dass ihre hepatische
Clearance primar von der Durchblutungsgeschwindigkeit der Leber abhangig ist.
Eine Anderung der freien Plasmakonzentration durch Veranderung der
Proteinbindung hat dementsprechend keine Auswirkungen auf die Clearance des
Arzneistoffes. Allerdings liegen hier bei gleichbleibendem Plasmaspiegel
unterschiedliche Mengen an freiem Arzneistoff vor. Ein Drug-Level-Monitoring
solcher Wirkstoffe sollte dementsprechend besser auf die Konzentration des frei
vorliegenden Arzneistoffes abzielen.

Propranolol, Lidocain oder Pethidin zahlen zu den klassischen ,high-extraction
drugs®.

Tabelle 3: Veranderung der pharmakokinetischen Parameter bei ansteigender freier

Arzneistoffkonzentration im Blut®®"; 1 = zunehmend, | = abnehmend, --- = unverandert

SENHTEL ST "high-extraction drug" | "low-extraction drug"

Parameter
Verteilungsvolumen 1 1
Clearance - 0
Halbwertszeit 1 !
Gesamtplasmaspiegel - !

Plasmaspiegel des freien
Wirkstoffanteils T

Das Ausmald der Proteinbindung eines Arzneistoffs beeinflusst also nicht nur die
Intensitat der pharmakologischen Wirkung, sie hat auch Auswirkungen auf
pharmakokinetische Parameter, wie Verteilung, Metabolismus und Elimination.
Sinkt die Proteinbindung eines Wirkstoffes, beispielsweise durch eine Interaktion

mit einem zweiten Arzneistoff (s. 4.3), fuhrt dies zur Erhohung des freien Anteils
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des Arzneistoffs im Plasma. Wie beschrieben wurde, hat dies aber nicht zwingend
eine UberschieBende Wirkung zur Folge, da ein Anstieg der freien
Plasmakonzentration haufig durch zunehmende Elimination ausgeglichen wird
(,low-extraction drugs®). Klinisch bedenkliche Effekte sind nur bei Veranderungen
der Proteinbindung von ,high-extraction drugs® zu erwarten, die intravends
appliziert werden und zusatzlich noch eine geringe therapeutische Breite

aufweisen. 3%

1.2.3 Quantitative Beschreibung der Proteinbindung

Bindet ein Arzneistoff (A) an ein Protein (P), kann das Ausmal} der Proteinbindung
durch die Assoziationsgleichgewichtskonstante k, ausgedrutckt werden:

AP
T (1)
Die Konzentration des gebundenen Arzneistoffs (AP) entspricht daher:

[AP]=K, -[A]-[P] (2)
Wird davon ausgegangen, dass pro Proteinmolekul nur eine Bindungsstelle
existiert, erhalt man die Menge an Arzneistoff pro Proteinmolekdl (r) aus dem
Quotienten von gebundener Arzneistoffkonzentration und Gesamtprotein-
konzentration:

_ [AP] _ [AP]
[P]gesamt [AP]+[P]

3)

Durch Umformung erhalt man:
_ Kk [AIP _ k[A]
ko -[A]-[PI+[P] Kk, -[A]+1

(4)

Liegen mehrere (n) aquivalente Bindungsstellen vor, ergibt sich r zu:

LNk, [A]

k, -[A]+1 )
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Ist r aus experimentellen Daten ermittelt worden, konnen die Assoziationsgleich-
gewichtskonstante k, und die Anzahl der Bindungsstellen n graphisch bestimmt
werden. Dazu wird Gleichung 5 zu einer Geradengleichung umgeformt:

ﬁzn-ka—r-ka (6)

Diese Art der graphischen Darstellung wird als Scatchard-Plot®” bezeichnet (s.
Abbildung 4). Die Steigung der Geraden (—ka) entspricht der
Gleichgewichtskonstanten. Aus dem y-Achsenabschnitt (n-ka) kann man die Anzahl
der Bindungsstellen ermitteln. Sind mehrere Bindungsstellen unterschiedlicher
Affinitat vorhanden, ergibt der Scatchard-Plot keine Gerade, sondern eine Kurve.
Durch Extrapolation der linearen Teile der Kurve konnen aber auch hier

Informationen Uber die Assoziationskonstanten gewonnen werden.

IA]
A]

r r

Abbildung 4: Beispiel der graphischen Darstellung eines Scatchard-Plots bei einer
(links) bzw. mehreren Bindungstellen (rechts)
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1.3 Methoden zur Bestimmung der Proteinbindung von

Arzneistoffen

Zur Bestimmung des Ausmales der Proteinbindung eines Arzneistoffes stehen
zahlreiche analytische Methoden zur Verfiigung.®®*¥ In den folgenden Abschnitten
werden die unterschiedlichen Moglichkeiten zur Bestimmung der Proteinbindung
bzw. der entsprechenden Bindungskonstanten vorgestellt und ein Uberblick tber

einige Arbeiten der letzten Jahre gegeben.

1.3.1 Mikrodialyse

Die Mikrodialyse ist die einzige Methode zur Bestimmung der Proteinbindung, die
in vivo durchgefuhrt werden kann. Dazu wird eine Sonde in die Blutbahn
eingefuhrt. An der Spitze der Sonde sitzt eine semipermeable Dialysemembran,
Uber die nur der ungebundene Arzneistoff ins Innere der Kapillare diffundieren
kann. Wahrend des Dialysevorgangs wird die Sonde mit Ringerldsung gespuilt.
Das Dialysat wird im Anschluss auf den Gehalt an Arzneistoff analysiert. Da sich
wahrend der Dialyse kein Gleichgewicht zwischen der Konzentration innerhalb und
aulRerhalb einstellt, wird die im Dialysat gemessene Konzentration immer niedriger
sein als die Konzentration in der Blutbahn. Um korrekte Ergebnisse zu erhalten,
muss die sogenannte relative Wiederfindungsrate bestimmt werden. Zusatzlich
muss zur Bestimmung der Menge an gebundenem Arzneistoff der
Gesamtplasmaspiegel des Arzneistoffs bestimmt werden, da die Mikrodialyse nur
Aufschluss Uber die Konzentration an freiem Arzneistoff liefert.

Mit der Mikrodialyse lasst sich die Konzentration von freiem Arzneistoff nicht nur in
der Blutbahn, sondern auch in Organen und Geweben ermitteln.*%*14% Trotz des
Vorteils der mdglichen In-vivo-Messung ist die Mikrodialyse eine relativ aufwandige
Methode, weswegen sie selten zur Bestimmung von Proteinbindungen verwendet
wird."®  Die In-vitro-Variante der Mikrodialyse findet dagegen haufigere

Anwendung. #4434
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1.3.2 Gleichgewichtsdialyse

Die Gleichgewichtsdialyse ist die Standardmethode zur Bestimmung der
Proteinbindung eines Arzneistoffes. Dementsprechend viele Untersuchungen

wurden in den letzten Jahren mit dieser Methode durchgefiihrt.[*748:49.50.51]

)

- Dialysemembran
- =
AS-P AS
ASP AS +——>»
AS +——» AS
Asp AS+T—
AG ——» AS
AS-P
AS
AS-P

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Dialysekammer; AS=Arzneistoff, AS-P=

proteingebundener Arzneistoff

Zur Bestimmung der Proteinbindung wird eine Dialysekammer verwendet, die
durch eine semipermeable Membran in zwei Halften aufgeteilt ist (s. Abbildung 5).
Die Gleichgewichtsdialyse ist das wohl am haufigsten verwendete Verfahren zur
Bestimmung der Proteinbindung von Arzneistoffen. Auf der einen Seite der
Membran befindet sich uUblicherweise Plasma, in dem der zu untersuchende
Arzneistoff geldst ist. Die zweite Seite enthalt isotonen Puffer oder proteinfreies
Plasmawasser. Der freie Arzneistoff ist in der Lage, die Membran zu passieren, so
dass sich ein Gleichgewicht zwischen beiden Seiten einstellen kann. Die
Dialysekammer sollte temperiert werden, um die physiologischen Bedingungen
wahrend der Gleichgewichtseinstellung zu imitieren. Ist der Gleichgewichtszustand
erreicht, werden die Konzentrationen der jeweiligen Reservoirs bestimmt. Die
Konzentration im proteinfreien Teil der Kammer entspricht der Konzentration an
freiem ungebundenem Arzneistoff. Die Gehaltsbestimmung nach der eigentlichen

Gleichgewichtsdialyse erfolgt in den meisten Fallen mittels HPLC.
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Ein Nachteil der Methode ist, dass sich die Gesamtplasmakonzentration des
Wirkstoffs durch die Diffusion in die andere Halfte der Kammer erniedrigt. Dies
sollte vor allem bei Stoffen beachtet werden, die eine stark
konzentrationsabhangige Bindung zum Protein aufweisen. Des Weiteren kann die
Adsorption an die Oberflachen der Dialysekammer, vor allem bei stark lipophilen
Stoffen, zu Problemen fiihren.!*®!

Aufgrund der teilweise langen Dauer (bis zu 24 Std.) bis zur Einstellung des
Gleichgewichts stellt die Gleichgewichtsdialyse eine relativ zeitaufwandige
Methode dar. Dementsprechend wurden in den letzten Jahren verschiedene
Ansatze entwickelt, um einen héheren Probendurchsatz zu erreichen. So wurden
beispielsweise mehrere Wirkstoffproben vereint und gleichzeitig bestimmt.*? Ein
weiterer Ansatz zur Erhohung der Effizienz ist die Verwendung sogenannter RED-
Platten (,rapid equilibrium dialysis“), die bis zu 48 kleine, austauschbare
Dialysekammern enthalten.® Ebenfalls von Nachteil ist, dass sich der pH-Wert in
der Zeit bis zur Gleichgewichtseinstellung verandern kann, was zu verfalschten
Ergebnissen fiihren kann.”4

In einer neuen, modifizierten Variante der Gleichgewichtsdialyse wird anstatt der
Dialysemembran eine schlauchférmige, mit Puffer geflullte Membran (,hollow-fibre

membrane*) verwendet.°>%%°"]

1.3.3 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration ist die neben der Gleichgewichtsdialyse am haufigsten
angewendete Methode zur Bestimmung der Proteinbindung von Arzneistoffen.
Man unterscheidet dabei die klassische diskontinuierliche und die in dieser Arbeit
verwendete kontinuierliche Ultrafiltration.

Bei der diskontinuierlichen Ultrafiltration wird eine Plasmaprobe mit Arzneistoff
inkubiert und anschlieBend in eine Ultrafiltrationskartusche gegeben. Die
Ultrafiltrationseinheit enthalt eine Membran, die nur die niedermolekularen

Plasmakomponenten wie Arzneistoffe passieren kdnnen. Dementsprechend wird

18



Einleitung

an Protein gebundener Arzneistoff von der Ultrafiltrationsmembran zurickgehalten,
wahrend sich der freie Anteil des Arzneistoffs im Filtrat befindet. Um eine schnelle
und vollstandige Filtration zu erreichen, werden die Ultrafiltrationseinheiten nach
der Inkubation meist zentrifugiert. Zur Imitation der physiologischen Bedingungen
werden die Proben wahrend der Inkubation bzw. Filtration temperiert. Die Analyse
des Filtrats erfolgt wie bei der Gleichgewichtsanalyse in der Regel mittels HPLC.

Mittels Ultrafiltration wurden in den vergangenen Jahren die Proteinbindungen von
zahlreichen alten und neuen Arzneistoffen bestimmt.?%°96061.62831 peg \Weiteren
wurden die Bindungseigenschaften von Enantiomeren®®% und unterschiedlicher
Albumin-Chargen!®® mittels Ultrafiltration (berpriift oder die Ultrafiltration als
Referenzmethode mit anderen Methoden zur Proteinbindungsbestimmung

verglichen. 768l

1.3.4 Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugation basiert auf den Unterschieden im Sedimentationsverhalten
von Protein bzw. Protein-Arzneistoff-Komplex und freiem Arzneistoff. Ahnlich der
Ultrafiltration werden die zu untersuchenden Arzneistoffe zunachst mit Protein
inkubiert. Nach Einstellung des Gleichgewichts erfolgt die Trennung von
gebundenem und freiem Arzneistoff. Da das Protein bzw. der Arzneistoff-Protein-
Komplex natlrlich wesentlich groRer und schwerer ist als die freien
Arzneistoffmolekile, findet sich der gebundene Anteil im Sediment wieder. Der
Uberstand, der den freien Arzneistoff enthalt, wird im Anschluss quantifiziert. Die
Quantifizierung erfolgt auch hier meist per HPLC.

Die Ultrazentrifugation als eigenstandige Methode =zur Bestimmung der
Proteinbindung wird heutzutage selten verwendet.®®’™ Allerdings ist die

Zentrifugation haufig Bestandteil der Ultrafiltration (s.1.3.3).
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1.3.5 HPLC

Die HPLC wird nicht nur zur Quantifizierung der freien Arzneistoffmenge nach
vorangegangener Gleichgewichtsdialyse oder Ultrafiltration verwendet, sie kann
auch direkt zur Bestimmung der Proteinbindung von Arzneistoffen angewendet
werden. Dazu stehen verschiedene Varianten zur Verfigung, die ,frontal analysis®,
die ,vacancy-peak‘- und die Hummel-Dreyer-Methode, sowie die Affinitats-

chromatographie (HPAC).

Affinitatschromatoqgraphie (HPAC)

Bei der HPAC werden Saulen verwendet, die immobilisierte Proteine wie HSA

enthalten. Je hoher die Proteinbindung eines Wirkstoffes bzw. seine Affinitat zum
in der Saule befindlichen Protein ist, desto hoher ist auch die Retentionszeit des
Arzneistoffes. Es wird hier eine Arzneistoffprobe definierter Konzentration auf die
Saule gegeben und deren Retentionszeit mit Hilfe von Retentionszeiten

unterschiedlicher Standardsubstanzen ausgewertet.[°”68.71.72.73]

Frontalanalyse

Eine Variante der zuvor beschriebenen HPAC ist die Frontalanalyse (,frontal-
analysis®). Auch hier werden Saulen verwendet, die immobilisiertes Serumalbumin
enthalten. Allerdings wird hier nicht nur eine Arzneistoffprobe fester Konzentration
auf die Saule gegeben, sondern die Saule kontinuierlich mit Arzneistofflosung
beladen, so dass die Bindungsstellen des Serumalbumins gesattigt werden. Mit
den erhaltenen Chromatogrammen lassen sich im Anschluss die Proteinbindung
bzw. die Bindungskonstanten berechnen.[’757]

In einer zweiten, in der HPLC seltener verwendeten Version der ,frontal-analysis®
kommen normale HPLC-Saulen zum Einsatz. Diese Methode wird allerdings

haufiger in der Kapillarelektrophorese angewendet (s. 1.3.7).
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Abbildung 6: Chromatogramm verschiedener Konzentration von (S)-Verapamil nach

HPLC-frontal analysis mit HSA funktionalisierter Silica-Saule nach!™

Hummel-Dreyer-Methode
Im Gegensatz zu den beiden genannten Mdglichkeiten, die Proteinbindung eines

Arzneistoffes mittels HPLC zu bestimmen, basiert die 1962 entwickelte Hummel-
Dreyer-Methode auf den Prinzipien der GréRenausschlusschromatographie.l’”!

Die zur Trennung verwendeten Saulen sind mit einem Gel gefullt und werden mit
einer Arzneistoffldsung gespult, so dass eine konstante Arzneistoffmenge
detektiert wird. Im Anschluss wird eine definierte Menge Albumin, die in der
Arzneistofflosung gel6st ist, injiziert. Bindet der Arzneistoff an das Protein, zeigt
das Chromatogramm einen Basislinienabfall. Die Absorption am Minimum
entspricht dem Anteil an freiem Arzneistoff (s. Abbildung 7).17879.8081]

Die Hummel-Dreyer-Methode findet mittlerweile auch in der Kapillarelektrophorese

Verwendung (s. 1.3.7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Chromatogramms

der Hummel-Dreyer Methode

,vacancy-Peak“-Methode

Die 1979 entwickelte ,vacancy-peak“-Methode ist eine Abwandlung der zuvor
beschriebenen Hummel-Dreyer-Methode.*? Dementsprechend werden hier auch
Saulen verwendet, die beispielsweise mit einem Gel beflillt sind. Im Gegensatz zur
Hummel-Dreyer-Methode wird eine Pufferlosung als mobile Phase verwendet, die
sowohl Arzneistoff, als auch Protein enthalt. Injiziert wird nur eine geringe Menge
des reinen FlieBmittelpuffers, so dass eine Zone ohne Wirkstoff bzw. Protein
erhalten wird. Wahrend der Elution diffundieren nun der Arzneistoff-Protein-
Komplex sowie der freie Arzneistoff in diese Zone und man erhalt in den
entsprechenden Bereichen zwei negative Peaks, die zur Auswertung verwendet

werden.

Im Vergleich zu den konventionellen Methoden (Gleichgewichtsdialyse,

Ultrafiltration) zur Bestimmung der Proteinbindung von Arzneistoffen hat die HPLC
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mehrere Vorteile. Je nach Bestimmungsmethode werden vergleichsweise geringe
Substanzmengen  bendtigt, der Zeitaufwand ist relativ gering, die
Reproduzierbarkeit und die Prazision dagegen hoch. Des Weiteren bietet sich die
Maglichkeit das Bindungsverhalten von Enantiomeren zu beobachten. Vor allem
die Affinitatschromatographie und die an sie angelehnte Variante der ,frontal-

analysis® finden dementsprechend immer haufigere Anwendung.

1.3.6 Festphasenmikroextraktion (SPME)

Bei der Mikroextraktion wird der freie Arzneistoff aus einer Arzneistoff-Plasma-
Ldsung an eine feste Phase adsorbiert und somit extrahiert. Die Quantifizierung
erfolgt anschlieBend Dbeispielsweise mittels HPLC. So wurden die
Proteinbindungen von Ibuprofen, Warfarin, Verapamil, Propranolol und Coffein!®?,

sowie von Diazepam® und Lidocain®® bestimmit.

1.3.7 Kapillarelektrophorese (CE)

Zur Bestimmung der Proteinbindung von Arzneistoffen kann auch die
Kapillarelektrophorese verwendet werden. Die zur Verfligung stehenden
Methoden, die ,vacancy-peak®-, die Hummel-Dreyer-Methode und die ,frontal-
analysis® wurden 1992 von Kraak et al. von der HPLC auf die
Kapillarelektrophorese Ubertragen.®® Die zugrunde liegenden Vorgehensweisen
wurden bereits in Abschnitt 1.3.5 beschrieben, allerdings erfolgt die Trennung hier
naturlich aufgrund der elektrophoretischen Mobilitat. Die ,frontal-analysis wird in
der HPLC vorwiegend in der affinitatschromatographischen Variante angewendet.
Die Trennung mittels ,frontal-analysis“ an normalen HPLC-Phasen spielt dagegen
nur eine untergeordnete Rolle. Dagegen ist sie in der Kapillarelektrophorese die
am haufigsten verwendete Methode zur Bestimmung von Proteinbindungen und

soll daher im Folgenden kurz erlautert werden. [87:88:89.90.91.92.93]
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In der ,frontal-analysis® wird die Kapillare mit Puffer gefullt und anschliel3end eine
grolde Probenmenge, die neben dem Puffer sowohl Arzneistoff, als auch Protein
enthalt, injiziert. Da die elektrophoretische Mobilitat des Proteins wesentlich hoher

ist als die des Arzneistoffs, kommt es zur Auftrennung des Gemischs (s. Abbildung

8).

Y

Injektion aus Puffer,
Arzneistoff und Protein

Arzneistoff Protein

AS-Protein-Komplex

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Proteinbindungsbestimmung mittels

kapillarelektrophoretischer ,frontal-analysis‘

Das entsprechende Elektropherogramm (s. Abbildung 9) enthalt charakteristische
Plateaus fur Protein, Protein-Arzneistoff-Komplex und freien Arzneistoff, aus denen

die Proteinbindung ermittelt werden kann.

A
freies Protein und ——,

- Protein-Wirkstoff-

2| Komplex

§ P \

2 freier

2 Arzneistoff

Zeit [min]

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Elektropherogramms einer kapillarelektro-

phoretischen ,,frontal-analysis“
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Analog zur HPLC gilt auch fur die Kapillarelektrophorese, dass sie eine relativ
schnelle, prazise und gut reproduzierbare Methode darstellt. Wie schon erwahnt
wird die ,frontal-analysis® am haufigsten verwendet. Arbeiten mit anderen
kapillarelektrophoretischen Methoden waren in den vergangenen Jahren die

Ausnahme [0+95:96.97]

1.3.8 Fluoreszenzspektroskopie

Eine immer haufiger verwendete Methode zur Untersuchung der Interaktionen
zwischen Arzneistoffen und Proteinen ist die Fluoreszenzspektroskopie.

Die Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin fluoreszieren bei
Anregung durch UV-Licht. Dementsprechend kann bei Proteinen und Peptiden, die
diese Aminosauren enthalten, Fluoreszenz beobachtet werden. Bei humanem
Serumalbumin ist die Fluoreszenz primar auf den einzelnen vorhandenen
Tryptophan-Rest (s. Tabelle 2, 1.1.1) zurlckzufiihren, da die Intensitat der

Fluoreszenz der Phenylalanin bzw. Tyrosin-Reste zu gering ist.[®®!

1000
800 -
= Zunehmende
%‘ Konzentration
S 600 des Liganden
c
g
@ 400 v
(774
o
o
=2 200}
L
0 A L il 'l il 'l

300 320 340 360 380 400 420 440
Wellenlénge [nm]

Abbildung 10: Fluoreszenzemissionsspektren von HSA in Gegenwart ansteigender

Konzentrationen von Loratadin (Anregungswellenldnge 280nm)[99]
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Bindet nun ein Ligand an das Fluorophor, fuhrt dies zur Abnahme der Intensitat der
Fluoreszenz, man bezeichnet diesen Vorgang als Quenching (s. Abbildung 10). Im
Allgemeinen unterscheidet man zwei Arten des Quenching: dynamisches und
statisches Quenching. Beim dynamischen Quenching wird die Energie des
angeregten Fluorophores durch einen Zusammenstol3 mit einem Liganden vom
Fluorophor auf den Liganden Ubertragen. Beim statischen Quenching bildet der
Ligand mit dem Fluorophor einen Komplex, dessen Fluoreszenz geringer ist. Aus
den erhaltenen Daten lassen sich dann die Bindungskonstanten berechnen.

Da der Tryptophanrest 214 in der Doméane |IA der Bindungsstelle | sitzt, besitzt
Serumalbumin ideale Voraussetzungen um eventuelle Arzneistoff-Protein-
Interaktionen mittels Fluoreszenzspektroskopie zu untersuchen. BSA eignet sich
ebenfalls, da es zwei Tryptophanreste besitzt. Tryptophan-212 befindet sich
ebenfalls in der hydrophoben Region der Bindungsstelle |, der zweite Rest ist
dagegen auf der Molekulloberflache zu finden. Da Messungen mit bovinem und
humanem Serumalbumin keine signifikanten Unterschiede zeigen, ist davon
auszugehen, dass die Region, in der der zweite bovine Tryptophanrest sitzt,
keinen Beitrag zur Bindung von Liganden leistet.*®!

Die Fluoreszenzspektroskopie zur Bestimmung der Proteinbindungskonstanten
von Arzneistoffen zeichnet sich durch ihre Schnelligkeit und den geringen
Substanzbedarf aus. Aulerdem zeigt sie eine gute Vergleichbarkeit mit
herkdmmlichen Methoden zur Proteinbindungsbestimmung.®®® Unabhangig davon
ist die Fluoreszenzspektroskopie die aktuell am haufigsten verwendete Methode
zur Charakterisierung der Proteinbindung von Arzneistoffen. So wurden in den
letzten Jahren zahlreiche Wirkstoffe wie Furosemid und Hydrochlorthiazid®,
Loratadin®®, Thiopental'®, Betulinsaure!’", die Flavonoide Nevadensin!'®? und
Sophoricosid!'®!,  Phycocyanin!’® sowie verschiedene Phenothiazine!'® und

Coxibe!'% mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht.
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1.3.9 NMR-Spektroskopie

Auch die NMR-Spektroskopie kann zur Beschreibung von Wirkstoff-Protein-
Interaktionen verwendet werden. Die Charakterisierung des Bindungsverhaltens
erfolgt hierbei meist durch Diffusions- oder Relaxationsmessungen und die
Bestimmung der Diffusionskoeffizienten (s. 4.5). 1107108109

Auf diese Weise wurden beispielsweise Proteinbindungsstudien mit Bendalin,!""”

Quercetin"" und unterschiedlichen Chinolonen!''? durchgefiihrt.

1.3.10 Oberflachen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie (SPR)

Die wohl innovativste Methode zur Bestimmung von Proteinbindungskonstanten ist
die  Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie (SPR). Sie st eine
Biosensortechnologie, die auf der Detektion von Massenanderungen beruht.
Hierbei wird Serumalbumin auf der Oberflache eines Sensorchips in einer
Miniaturflusszelle immobilisiert. Die Arzneistoffe werden uber die Oberflache
dieses Sensorchips gespult und Wechselwirkungen mit den immobilisierten
Molekiilen werden Uber eine Anderung des Brechungsindexes detektierbar.
Verschiedene Arbeitsgruppen nutzten in den letzten Jahren diese Methode zur

Bestimmung von Proteinbindungskonstanten.['13114.115.116]

1.3.11 Theoretische Methoden

Theoretische Berechnungen von quantitativen Struktur-Wirkungsbeziehungen
(QSAR) sind ein wichtiges Werkzeug in der Arzneistoffentwicklung.
Dementsprechend wurden auch verschiedene theoretische Modelle entwickelt, um
die Affinitit von Arzneistoffen zu Albumin zu quantifizieren.[''7:118.119.1201
Ublicherweise werden die Ergebnisse dieser Modelle mit entsprechenden

experimentellen Daten verglichen.

27



Einleitung

Die Veranderung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICsp) von Wirkstoffen
in Abwesenheit bzw. in Gegenwart von Plasmaproteinen ist fir Rusnak et al. die

Grundlage zur Berechnung der Proteinbindung von Wirkstoffen.!'?"
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2 ZIEL DER ARBEIT
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Zusétzlich zur bereits existierenden, von Heinze!'?? entwickelten, Messanlage
sollte eine zweite Anlage, die mit einem Diodenarraydetektor ausgestattet ist,
aufgebaut werden. In diesem Zusammenhang sollte die Software entsprechend
angepasst und bestehende Fehlerquellen im Bereich der Hard- und Software
beseitigt werden. Im Allgemeinen sollte die bestehende Anlage im Laufe der Arbeit
weiter optimiert werden.

Um die Nahe der kontinuierlichen Ultrafiltration zu den In-vivo-Bedingungen zu
unterstreichen, sollten erstmals Messungen mit humanem Plasma durchgefuhrt
werden. Die erhaltenen Messwerte sollten hierfir mit Ergebnissen aus
Experimenten mit bovinem und humanem Serumalbumin verglichen werden.

Des Weiteren sollte ein Ansatz entwickelt werden, die haufig diskutierte
Verdrangung eines Wirkstoffes aus seiner Proteinbindung zu simulieren. Als
Modellsubstanzen wurden Phenprocoumon und Phenylbutazon eingesetzt, da von
ihnen eine entsprechende Interaktion literaturbekannt war und sie geeignete
Voraussetzungen zur photometrischen Detektion aufwiesen.

Da die Messung der Proteinbindung mittels kontinuierlicher Ultrafiltration im
wassrigen Milieu stattfindet, sollte ein Ldsungsweg zur Bestimmung der
Proteinbindung wasserunldslicher Substanzen gefunden werden. Diesbezlglich
sollten Versuche mit bekannten Substanzen durchgefihrt werden. Die Wirkstoffe
sollten hierflr in unterschiedlichen Mengen DMSO geldst werden. Die erhaltenen
Ergebnisse sollten im Anschluss mit Werten, die ohne die Verwendung von DMSO
erhalten wurden, verglichen werden.

Zusatzlich sollten weitere neue Wirkstoffe vermessen werden, von denen die

Proteinbindung bisher unbekannt war.
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3 KONTINUIERLICHE
ULTRAFILTRATION
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3.1 Aufbau der Messanlage

Die Messanlage, mit der die im Nachfolgenden beschriebenen Messungen
durchgefiihrt wurden, wurde von Heinze!'? aufgebaut und optimiert. Als Vorbild
diente eine Messanlage aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. P. Nickel an der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn, die von Illy[m] und Oehimannt'?4
entwickelt wurde. Im Laufe dieser Arbeit wurde eine zweite, nahezu identische
Anlage in Betrieb genommen. An den Messanlagen vorgenommene
Modifizierungen werden in den entsprechenden Kapiteln besprochen.

6-Wege-Ventil 3-Wege-Hahn

:ﬁ:ﬁ:ﬂ

ﬁ ﬁ e

Vorratsgefale

H—1— Injektionsventil

Gegendruck-

ventil : .
|_| Ultrafiltrations-
U UV-Detektor zelle

Abfall

Abbildung 11: Schematischer Aufbau der verwendeten Messanlage
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3.1.1 VorratsgefaRe

Wasser, Puffer und Arzneistoffldosungen, die innerhalb der Messungen verwendet
wurden, werden uber Edelstahlfritten mit einer PorengroRe von 2 uym direkt aus
den Vorratsgefallen angesaugt. Die verwendeten Fritten sorgen dafur, dass
eventuelle Verunreinigungen wie Schwebstoffe von den anderen Teilen der
Messanlage, insbesondere der Pumpe und dem UV-Detektor, ferngehalten

werden.

3.1.2 6-Wege-Ventil

Um wahrend der Versuche zwischen den Vorratsgefal’en fur Wirkstofflosung und
Puffer wechseln kdnnen, wird ein Teflon-Schaltventil mit 6 Positionen (Rheodyne,
Cotati, CA, USA, Modell 5011) verwendet. Die weiteren Positionen des 6-Wege-
Ventils sind mit Wasservorratsgefallen belegt und werden im Routinebetrieb nur
zum Spulen der Anlage nach Versuchsende angesteuert. Die Schaltung zwischen
den einzelnen Positionen erfolgt hierbei mittels Druckluft. Da das Ventil Uber einen
Schalter an den Controller (Kommunikationseinheit zwischen Computer/Software
und Bestandteilen der Messanlage) angeschlossen ist, kdnnen die Schaltungen
wahrend der Messungen vollautomatisch Uber die Steuerungssoftware
durchgefuhrt werden. Fur Wartungszwecke kann das Ventil auch

softwareunabhangig tUber den Controller gesteuert werden.

1 = Wasser

zur Pumpe 2 = Arzneistofflosung

3 = Pufferlésung

4 4, 5, 6 = Wasser

Abbildung 12: Schaltskizze und Anschliisse des 6-Wege-Ventils
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3.1.3 Pumpe

An beiden Messanlagen wird das Modell 2250 der Firma Bischoff (Leonberg,
Deutschland) verwendet. Es handelt sich hierbei um eine Doppelkolbenpumpe, die
mit einem analytischen Pumpenkopf (Flussrate 0,01-4,99 ml/min) ausgestattet ist.
Sie zeichnet sich besonders durch ihr pulsationsarmes Arbeiten im
Niedrigdruckbereich aus und garantiert somit eine konstante Flussigkeitsférderung.
Falls der Druck im System ansteigen sollte, besteht die Moglichkeit an der Pumpe
einen Maximaldruck einzustellen, ab dem die Pumpe l|hren Betrieb automatisch
einstellt. Diese Funktion ist von Vorteil, um in entsprechenden Fallen die
Ultrafiltrationsmembran zu schuitzen. Die Pumpe ist Uber eine RS232-Schnittstelle
direkt mit dem Computer verbunden und kann dementsprechend Uber die
Steuerungssoftware angesteuert werden. Uber ein sogenanntes ,Purge“-Ventil
kann die Pumpe problemlos entliftet werden. Denselben Zweck erflllt ein Teflon-
3-Wege-Hahn, der der Pumpe vorgeschaltet ist. Durch einen Luer-Anschluss am
3-Wege-Hahn kann mit einer handelsublichen Einmalspritze, neben der Entliftung
der Pumpe, auf einfachem Weg Losung aus den Schlauchen angesaugt werden,

um diese so ebenfalls zu entliften.

3.1.4 Injektionsventil

Um die verwendete Proteinldsung in das Messsystem zu injizieren wird ein
Injektionsventil der Firma Rheodyne (Cotati, CA, USA), Modell 7010 verwendet.
Eine konstante Injektionsmenge wird durch den Anschluss einer 1-ml-

Probenschleife gewahrleistet.
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1, 4 = Probenschleife

INJECT

2 = 2ufluss von der
Pumpe

3 = Abfluss zur
Ultrafiltrationszelle

5 = Abfall
6 = Injektion

Abbildung 13: Schaltskizze und Anschliisse des Injektionsventils

3.1.5 Ultrafiltrationszelle

In der nachfolgenden Abbildung 14 ist der schematische Aufbau der verwendeten

Ultrafiltrationszelle dargestellt.

Auslass
Oberteil |
| — Edelstahlfritte
¢ < uUltrafiltrationsmembran
' E— — Filterunterstitzung
— — Magnetrihrscheibe
(== Einlass

Unterteil

Abbildung 14: Schematischer Aufbau der Ultrafiltrationszelle

Im Unterteil der Messzelle befindet sich zum einen ein Kanal, durch den die
Lésungen in die Zelle einflieRen, zum anderen ist eine Vertiefung fir eine
Magnetruhrscheibe in den Zellenboden eingearbeitet. |Ihr Innendurchmesser
betragt 47 mm, was exakt der GroRe der verwendeten Ultrafiltrationsmembran
entspricht. Eine Edelstahlfritte mit 2 ym Porenweite, die in das Oberteil der Zelle

eingearbeitet ist, sorgt daflr, dass eventuell vorhandene Schwebstoffe, wie z.B.
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Fasern der Ultrafiltrationsmembran etc. den UV-Detektor nicht erreichen. Oberhalb
der Fritte befindet sich der Flussigkeitsauslass, durch den die Ldsungen
letztendlich die Zelle wieder verlassen und weiter zum Detektor gepumpt werden.
Beide Teile sind aus Plexiglas gefertigt.

Wahrend der Messung wird die Zelle in einem Edelstahlgestell mit vier
Fligelmuttern fixiert und durch einen Dichtring, der exakt in das Unterteil passt,

dicht verschlossen.

3.1.5.1 Magnetruhrscheibe

Die Magnetrihrscheibe sitzt in der dafir vorgesehenen Vertiefung im Zellenboden.
Sie besitzt vier minimal abgeschragte Bohrungen und sorgt fur die gleichmaRige
Mischung der in der Zelle befindlichen Flussigkeiten. Der Durchmesser der
verwendeten Riihrscheibe wurde gegeniiber Heinze '? um 1-2 mm verkleinert, da
sich die Ruhrscheibe in der urspringichen Grolde relativ haufig im Zellenboden
verkantete, und damit gleichmaliges RuUhren nicht gewahrleistet war. Des
Weiteren wurde die Unterseite der Magnetrihrscheibe in Analogie zur Oberseite
begradigt, was keinen ersichtlichen Nachteil bezluglich des Ruhrverhaltens mit sich

brachte.

3.1.5.2 Filterunterstiitzung

Die Filterunterstutzung hat einen Durchmesser von 47 mm und passt somit genau
in das Zellenunterteil. Sie hat im Wesentlichen die Funktion eine madgliche
Beschadigung der Ultrafiltrationsmembran durch die auftretenden Dricke im
System oder durch mechanische Einflisse seitens des Magnetrihrers zu
verhindern. Die Filterunterstitzung besteht wie die Zelle selbst aus Plexiglas. In
der Mitte besitzt die Scheibe uber 100 kleine Bohrungen (Durchmesser 1 mm), die
daflr sorgen, dass ein gleichmaBiger Flussigkeitsstrom gesichert ist. Zusatzlich ist

die Filterunterstitzung zur Mitte hin geringfligig abgeflacht, damit die Filtration der
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Flussigkeit nicht nur im Bereich der Bohrungen, sondern uber den ganzen
Filterdurchmesser stattfinden kann.
Durch ihre Verwendung ist die Ultrafiltrationsmembran optimal geschitzt ohne

dabei die Druckverhaltnisse im System bzw. die Messungen zu beeintrachtigen.

3.1.5.3 Ultrafiltrationsmembran

Zur Filtration der injizierten Proteine werden Ultracel Ultrafiltrationsmembranen der
Firma Millipore (Bedford, MA, USA) verwendet. Sie bestehen aus regenerierter
Cellulose und zeichnen sich durch ein geringes Adsorptionsvermdgen gegenuber
Proteinen, DNA und anderen Makromolekulen aus, was eine Grundvoraussetzung

2% Trotz korrekter

fur die Verwendung zur Proteinbindungsbestimmung is
Lagerung etc. verursachten die im Routinebetrieb verwendeten Albumine
gelegentlich einen hoheren Proteindurchgang durch die Ultrafiltrationsmembran,
was moglicherweise mit der Alterung des Albumins in Zusammenhang stehen
konnte. Daher wurden zusatzlich zu den von Heinze!'® standardmaRig
verwendeten Membranen mit einer Trenngrenze von 30000 Dalton (PLTK04710)
auch Ultrafiltrationsmembranen mit einer Trenngrenze von 10000 Dalton
(PLGCO04710) verwendet. Mit ihnen konnte der Proteindurchgang stabil auf ein
Minimum reduziert werden. Bei vorschriftsmaRiger Pflege kdnnen die Membranen

etwa drei Wochen verwendet werden.

3.1.6 UV-Detektor

Zur Detektion der Arzneistoffldosungen stehen zwei verschiedene UV-Detektoren
zur Verfugung. Hierbei handelt es sich einmal um ein Einstrahlphotometer, Modell
M87 der Firma Knauer (Berlin, Deutschland) mit einer Durchflusszelle von 1 cm
Schichtdicke. Messbar sind Wellenlangen von 205-400 nm. Beim zweiten Detektor
handelt es sich um einen DAD-3L der Firma Bischoff (Leonberg, Deutschland). Im

Vergleich zum Erstgenannten, konnen hiermit bis zu 3 Wellenlangen im Bereich
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von 190-395 nm gleichzeitig detektiert werden. Dadurch ist es zum Beispiel
mdglich das Verhalten zweier Arzneistoffe simultan zu beobachten, weshalb der
Detektor vor allem bei der Simulation der Verdrangungsversuche 4.3) Anwendung

fand. Die Durchflusszelle hat hier ebenfalls eine Schichtdicke von 1 cm.

3.1.7 Gegendruckventil

Zwischen den jeweiligen Detektoren und den Abfallgefal3en ist in jeder der beiden
Messanlagen ein Durchfluss-Ruckdruckregler der Firma SSI (Artikel: SSI-06-0120,
Spence Strainers International, Walden, NY, USA) eingebaut. Mit ihm kann
stufenlos ein Gegendruck zwischen 0,3 und 10 bar aufgebaut werden. Das hat zur
Folge, dass sich die Losungen in den Schlauchen und vor allem im Detektor nicht

entspannen kdnnen und somit keine die Messung storenden Luftblasen entstehen.

3.1.8 Sonstiges

3.1.8.1 Magnetruhrer

Damit die Ldsung in der Zelle gleichmalig durchmischt werden kann, wird die
gesamte Zelle auf einem Magnetrihrer platziert. Verwendet wurde hier das Modell
,RCT basic” der Firma IKA Labortechnik (Staufen, Deutschland).

3.1.8.2 Verbrauchsmaterialien / Ersatzteile

Neben den oben beschriebenen Hauptbestandteilen der Messanlage wurde eine
Vielzahl an Kleinteilen zum Aufbau der Anlage verwendet, die im Folgenden

aufgelistet sind.
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Folgende Bestandteile der Messanlage wurden von der Firma Duratec

Analysentechnik GmbH (Hockenheim, Deutschland) bezogen:

e 1/16" Teflon-Kapillare (PTFE), ID = 0,75 mm Art.-Nr. 300163
e 1/16" Flanged Niederdruckfittings Art.-Nr. 516513
e Rheodyne SS-Schneidring Art.-Nr. 517010-010
e Rheodyne Probenschleife 1,0 ml Art.-Nr. 517027
e Teflon-3-Wege-Hahn, T-Ausflihrung Art.-Nr. 240911
e 2um Ldsungsmittelansaudfilter, 1/16“ Fitting Art.-Nr. 300018
¢ Rheodyne RheBuild Kit, 5700 Series Art.-Nr. 515700-999

Firma Latek Labortechnik-Gerate GmbH (Eppelheim, Deutschland):

e 1/16" Edelstahlschrauben Art.-Nr. 8070-8080

e 1/16" Teflon-Kegel Art.-Nr. 8070-8086

e Edelstahlfritte 2 ym Art.-Nr. 8020-8020
Sonstiges:

Firma B.Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland)

e Injekt Solo 2 ml — Luer-Ansatz-zentrisch Art.-Nr. 4606027V

e Injekt Solo 5 ml — Luer-Ansatz-exzentrisch Art.-Nr. 4606051V

e Vasofix Brauntle Luer Lock, 16G 2¢ Art.-Nr. 4268172B
Firma Bischoff Analysentechnik und -gerate GmbH (Leonberg, Deutschland)

e  Pumpenkolbendichtung 1/8“ Art.-Nr. 22000217
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3.2 Steuerung des Messsystems

3.2.1 Hardware

Beide Messanlagen sind mit einem handelsublichen Desktop-PC ausgestattet, mit
dem die komplette Anlage gesteuert werden kann. Der Computer ist wie im
nachfolgenden Schema zu sehen, Uber eine RS232-Schnittstelle sowohl direkt mit

der HPLC-Pumpe als auch mit einem WsA-Controller verbunden.

| HPLC-Pumpe

W_A-Controller

T~

6-Wege-Ventil || Steuergerat UV-Detektor

Abbildung 15: Diagramm zur Steuerung des Messsystem

Daher kann die Pumpe, wie in 3.1.3 angesprochen, direkt vom Computer aus
bedient werden. Der WgsA-Controller seinerseits stellt die Kommunikationseinheit
zwischen UV-Detektor bzw. 6-Wege-Ventil und dem Computer dar. Gegenuber der
Messanlage von Heinze!'? musste bei der Entwicklung des zweiten Controllers
berucksichtigt werden, dass es mit dem DAD-3L-Detektor moglich ist drei
Wellenlangen gleichzeitig zu messen. Deshalb verfugt der ,neue® WsA-Controller
uber ein grofderes Speichermodul und Uber drei separate Eingange, entsprechend
der Anzahl messbarer Signale. Die Messmethodik ist dagegen bei beiden

verwendeten Controllern die selbe, es werden innerhalb einer Sekunde acht
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Messwerte vom UV-Detektor abgenommen, diese gemittelt und anschliel3end an
die Computersoftware weitergegeben. Des Weiteren gibt der Controller die Befehle
zum Umschalten des 6-Wege-Ventils von der Software an das zugehdrige
Steuergerat weiter, das letztendlich den Schaltvorgang auslést. Uber das
Steuergerat kann das 6-Wege-Ventil auch unabhangig vom Computer geschaltet

werden, was sich vor allem bei Wartungsarbeiten als aul3erst hilfreich erweist.

3.2.2 Software

Die Steuerung der gesamten Anlage ist mit dem eigens geschriebenen und
innerhalb dieser Arbeit weiterentwickelten Programm ,WsA-Protein“ méglich. Das

Hauptmen( des Steuerprogrammes ist in Abbildung 16 zu sehen:

-ioix]

ProteinN rev. £.02.10.14 | 03.12.2007 | © WSA, b.ry. | Controller: P-2.01/rev. 2.10.04 | EXTERNAL-RESET | 16:42:34

PROGRAMM - MENUE

Datensingabe
Datendnderung
Datenaufnahme
Datenauswertung
Methoden-Erstellung
TEST-Programm

DATEN-Sicherung

EXIT

Abbildung 16: Hauptmenii der Steuerungssoftware

Wichtigster Punkt im Hauptmenu ist die Methodenerstellung. Hier werden in den
Masken fir Substanz, Protein, Kammer, Vorversuch und Hauptversuch alle
notwendigen Daten eingegeben und gespeichert.

Wie in Abbildung 17 zu sehen ist, beinhaltet die Substanzmaske beispielsweise
Eingabefelder fir den Namen der Substanz, deren Molmasse, Summenformel und
Einwaage, sowie Felder fur das verwendete Lésungsmittel, dessen Menge und pH-
Wert der Losung. Da Uber 100 solcher Substanzmasken innerhalb des Programms
zur Verflgung stehen, kann jeder verwendeten Substanz eine Nummer zugeteilt
werden, so dass die Versuchsdaten nicht immer wieder von neuem eingegeben

werden mussen, sondern gegebenenfalls nur noch korrigiert werden mussen.
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-lglx
ProteinN rev. A.02.10.14 | 03.12.2007 | © WSA, b.ry. | Controller: P-2.01 frev. 2.10.04 | EXTERNAL-RESET | 16:43:56

Substanz-Daten

Wirkstoff

Lésungsmittel

O o gt om |

Eingabe-Grenzen

D0, 9999

I letzte Anderung : 16 Sep 2005 / 09:57:24

Abbildung 17: Eingabemaske der Substanzdaten

Ahnlich ist das Menl fur das Protein bzw. die Messzelle gestaltet. Auch hier
werden die entsprechenden Daten wie Proteineinwaage, Molmasse des Proteins,
Zugabevolumen etc. eingegeben.

In den Masken fur Vor- und Hauptversuch werden die Flussraten und die Zeiten fur
die jeweiligen Versuchsteile festgelegt. Der Maske ,Vorversuch“ kommt allerdings
nur eine untergeordnete Bedeutung zu, da die beiden Versuchsteile ,Ohne
Reaktionskammer® bzw. ,Mit Kammer ohne Membran“ im routinemaligen
Messbetrieb nicht verwendet werden. Im Menlpunkt Hauptversuchsdaten finden
sich dann entsprechend die Abschnitte einer Messung, mit denen die Daten zur
Proteinbindungsbestimmung generiert werden.

Wenn alle Angaben zum Versuch in der Methoden-Erstellung hinterlegt sind,
werden die einzelnen Masken eines Versuchs im Hauptmenu Uber den Button
,Dateneingabe“ zusammengestellt. Es mussen nur noch die Nummern der zum
Versuch gehdrigen Substanz-, Protein-, Kammer- und Versuchsmasken
eingegeben werden, die anschliefiend nochmals abgefragt und Uberpruft werden

konnen.
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I letzte Anderung : 27 Okt 2008 / 09:59:11

Abbildung 18: Eingabemaske der Hauptversuchsdaten am Beispiel von Candesartan

Sind alle Eingaben bestatigt, kann der Versuch im Hauptmenlu unter
,Datenaufnahme” gestartet werden. Zur eigentlichen Messung startet dann das
.ProteinRUN“-Programm, das die Geratesteuerung und Datenspeicherung
Ubernimmt und den aktuellen Messverlauf graphisch darstellt. Das Hauptprogramm
lauft wahrenddessen im Hintergrund weiter. Bevor der Versuch beginnt, wird zur
Sicherheit nochmals die zur betreffenden Substanz gehérige Messwellenlange
abgefragt. Wenn diese als korrekt bestatigt wird, startet die Aufnahme der Daten.
Ab diesem Zeitpunkt lauft die Messung automatisch. Vor der Proteininjektion wird
die Datenaufnahme nochmals angehalten, bis man dem System bestatigt hat, dass
das Protein injiziert wurde. Anschlielend lauft das Programm selbstandig bis zum
letzten Versuchsteil durch.

Durch Betatigung der ,Stop“-Taste kann die Datenaufnahme in jedem einzelnen
Versuchsteil manuell beendet werden, woraufhin das Programm dann automatisch
die bis dato gemessenen Daten speichert und mit dem nachsten Versuchsteil

fortfahrt. Diese Funktion dient vor allem dazu Zeit innerhalb der einzelnen
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Versuchsteile zu sparen, so lassen sich z. B. Uberlange Spulschritte entsprechend
abkurzen.

Zusatzlich verfugt das Programm noch uber ein Test-MenUl, mit dem Pumpe und
Ventil unabhangig von einer Messung angesteuert werden konnen und

Substanztestlaufe durchgeflhrt werden kénnen.
1ol
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TEST - MENUE

Testlauf

wentil schalten
Luft-SEnti A
Lusfb-Yentil AUS
Purnpe:

RESET § TEST Controller

EXIT

Abbildung 19: Testmenii

Anderungen gegeniiber der Programmversion aus der Arbeit von Heinze!'?
beziehen sich auch hier hauptsachlich auf die Verwendung des neuen Detektors.
So wurde die Madoglichkeit geschaffen, die gemessene zweite oder dritte
Wellenlange nicht nur am Detektor zu beobachten, sondern auch ,online“ am
Monitor zu verfolgen und aufzuzeichnen.

In der alten Programmversion konnte nur direkt auf die Positionen 1-3 zugegriffen
werden. Da die damalige Art der Kommunikation zwischen Programm, Controller
und Ventilschalter regelmallig zu fehlerhaften Schaltvorgangen fuhrte, wurde die
Programmierung dahingehend geandert, dass nun jede der sechs Positionen direkt
ansteuerbar ist.

Daneben wurden noch diverse kleinere Fehler entdeckt und behoben, die bis dato

z. B. Programmabstirze oder den Abbruch der Messung zur Folge hatten.
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Abbildung 20: Abbildung zweier bei verschiedenen Wellenlangen simultan aufgenommenen

Spiilkurven
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3.3 Fehlervermeidung - Wartung und Pflege der Messanlage

Da eventuell auftretende technische Probleme oder Unregelmaligkeiten in der
Regel erst wahrend einer laufenden Messung auffallen, und dies meist mit
erheblichem Zeitverlust einhergeht, ist es umso wichtiger der gesamten
Messanlage eine regelmalige Wartung bzw. Pflege zukommen zu lassen. Im
folgenden Abschnitt sollen nun kurz die wichtigsten Malinahmen zur

Fehlervermeidung beschrieben werden.

3.3.1 6-Wege-Ventil

Bohrungen Vertiefung zur Verbindung
von Zu- und Abfluss

Schlauch- Stator Ventilkorper Rotor
verbindungen

Abbildung 21: Schematischer Aufbau des 6-Wege-Ventils

In Abbildung 21 ist der Aufbau des verwendeten 6-Wege-Ventils zu sehen. Da
sowohl der Ventilkérper als auch der Stator aus Teflon bestehen, erzeugt die
Bewegung des Rotors wahrend der Schaltungen immer wieder Teflon-Abrieb. Dies
fuhrt dazu, dass die Bohrungen der Ab- und Zuflisse durch den Abrieb verstopfen
und eine gleichmalige Forderung der Losungsmittel letztendlich nicht mehr
sichergestellt ist. Ein Druckabfall an der Pumpe oder schwankende Elutionskurven

kénnen Indizien fur eine Verstopfung des Stators sein. Um diesem Problem aus
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dem Weg zu gehen, sollte das 6-Wege-Ventil nach Mdglichkeit in wochentlichem
Abstand auseinandergebaut und gesaubert werden. Beim Zusammenbau des
Ventils ist dementsprechend darauf zu achten, dass das Ventil weder zu fest noch
zu locker verschraubt wird, da hierdurch entweder der Abrieb geférdert wird oder

Undichtigkeiten entstehen kdnnen.

3.3.2 Injektionsventil

Nach Beendigung eines Versuches muss das Injektionsventil grindlich mit Wasser
gespult werden. Geschieht dies nicht, kdnnen Proteinreste in die Anlage gelangen
und so die Messung verfalschen. Zusatzlich sollte die Injektionsschleife regelmaiig
z. B. mit einer ethanolischen Losung gespult werden, um eine eventuelle

Verkeimung zu vermeiden.

3.3.3 Ultrafiltrationsmembran

Eine intakte Ultrafiltrationsmembran ist die Grundvoraussetzung fur eine
erfolgreiche Proteinbindungsbestimmung. Allerdings sind Schaden an der
Membran haufig mit blolem Auge nicht oder nur schwer erkennbar, so dass meist
erst ein erhohter Proteindurchgang wahrend der Messung auf eine fehlerhafte
Membran hinweist. Um Beschadigungen zu vermeiden, sollten die Membranen
niemals mit spitzen Gegenstanden (z. B. Pinzetten) angefasst werden. Es
empfiehlt sich die Membran an den Seiten anzufassen und die Filtrationsflache
moglichst wenig zu berthren. Wird die Membran in die Zelle eingelegt, sollte
darauf geachtet werden, dass die Zelle nicht zu fest verschraubt wird. Ein zu hoher
Druck vom Zellenoberteil auf die Membran kann beispielsweise zu minimalen
Druckstellen oder Mikrorissen in der Membran fuhren.

Damit die Ultrafiltrationsmembranen mehrfach verwendet werden konnen, sollten

folgende Hinweise beachtet werden: Vor dem ersten Einsatz ist die Membran ca.
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eine Stunde in destilliertem Wasser einzulegen, um Weichmacher und ahnliche
Stoffe, die eine Messung stéren kénnten, von der Membran zu waschen. Hierzu
wird die Membran mit der glanzenden Seite nach unten ins Wasser gelegt. Das
verwendete Wasser sollte wahrend dieser Zeit mehrmals gewechselt werden.
Nach einer beendeten Messung muss die Membran zur Reaktivierung mit Wasser
gewaschen und wiederum ca. eine Stunde in 0,1 M Natronlauge eingelegt werden.
Danach kann sie fir weitere Versuche verwendet werden. Die Membranen werden
in 10%igem Ethanol bei ca. 4°C im Kuhlschrank gelagert und vor erneuter

Verwendung kurz in Pufferlosung konditioniert.
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3.4 Durchfuhrung der Versuche

3.4.1 Verwendete Substanzen und Gerate

3.4.1.1 Wirkstoffe

Folgende Wirkstoffe kamen innerhalb den nachfolgend beschriebenen Versuche

zum Einsatz:
Wirkstoff Firma
Candesartan AstraZeneca GmbH, Wedel, Deutschland
Eprosartan Solvay Arzneimittel, Hannover, Deutschland
Irbesartan Sanofi-Synthelabo GmbH, Berlin, Deutschland
Telmisartan Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co KG,
Ingelheim am Rhein, Deutschland
Valsartan Schwarz-Pharma AG, Monheim, Deutschland
Cinoxacin Lilly GmbH, Giessen, Deutschland
Ciprofloxacin Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
Gatifloxacin Grunenthal AG, Aachen, Deutschland
Levofloxacin Hochst AG, Frankfurt a. Main, Deutschland
Nalidixinsaure Sanofi-Winthrop GmbH, Minchen, Deutschland
Ofloxacin Hochst AG, Frankfurt a. Main, Deutschland

Phenprocoumon Woérwag Pharma GmbH & Co. KG, Bdblingen, Deutschland
Phenylbutazon Merckle GmbH, Ulm, Deutschland

Des weiteren wurden viele Stoffe aus der Gruppe der N,C-gekoppelten

Naphthylisoquinoline verwendet, die von Guldert'® synthetisiert wurden.

Ich mochte mich an dieser Stelle bei allen genannten Quellen herzlichst fur die

freundliche Unterstitzung bedanken.
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3.4.1.2 Albumine

Folgende Albumine wurden zur Bestimmung des Ausmafes der Proteinbindung
verwendet:
Bovines Serum-Albumin
e Fluka, BioChemika, Fraction V, > 96,0% Art.-Nr. 05488
e Fluka, BioChemika, Fraction V, > 95,0% Art.-Nr. 05484

Bezogen uber: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munchen, Deutschland

Humanes Serum-Albumin

e Calbiochem, Fraction V, High Purity Art.-Nr. 126658
Bezogen uber: VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
e Sigma, Fraction V, 96-99% Art.-Nr. A1653

Bezogen uber: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munchen, Deutschland

3.4.1.3 Gerate

Zur Herstellung der L6sung wurden folgende Gerate verwendet:

Waage:
e Sartorius Research R180D Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
pH-Meter:
e PHM220 Lab pH-Meter Radiometer Analytical SAS, Lyon, Frankreich
Ultraschallbad:
e Branson 2510 Heinemann Labortechnik, Schwabisch

Gmund, Deutschland
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3.4.2 Verwendete Losungen

3.4.2.1 Pufferlésung

Zur Messung des Ausmales der Proteinbindung wird eine physiologische
Pufferldsung verwendet, die auch in der Arbeit von Heinze!'? eingesetzt wurde.

Der Puffer ist folgendermalien zusammengesetzt:

NayHPO;4 - Dihydrat 4,025 g/l
NaH,;PO, - Dihydrat 0,800 g/l
Natriumchlorid 5,844 gl

Die Salze werden entsprechend eingewogen und in Millipore-Wasser geldst. Zur
Entgasung wird die Lésung fur ca. 30 Minuten ins Ultraschallbad gestellt.
AbschlieRend wir der pH-Wert Uberprift und falls notwendig mit konzentrierter
Phosphorsaure oder 0,1 M Natronlauge auf pH 7,4 eingestelit.

Die Losung wird nach der Verwendung dicht verschlossen und sollte vor dem
erneuten Gebrauch nochmals entgast werden. Unabhangig davon sollte der Puffer
mindestens zweimal wdchentlich frisch hergestellt werden, um Beeintrachtigungen

durch die Alterung des Puffers zu vermeiden.

3.4.2.2 Substanzléosungen

Alle verwendeten Substanzen werden im Puffer, der in 3.4.2.1 beschrieben ist,
gelost. Die Konzentration der hergestellten Losungen sollte so gewahlt sein, dass
das detektierte Absorptionsplateau im Bereich zwischen 0,4 und 0,8 AU liegt.
Damit die Versuche korrekt auswertbar sind, muss zusatzlich das molare
Verhaltnis von Wirkstoff- und Proteinlésung zwischen 0,4 und 0,8 liegen. Unter
diesen Voraussetzungen ergibt sich meist ein Konzentrationsbereich von 10-25
mg/l. Mit Hilfe eines Testlaufs (s. 3.2.2) konnen die Konzentrationen der
hergestellten Losungen auf einfachem Wege Uberprift werden.

Falls sich die Substanzen nur schwer in Wasser bzw. Puffer 16sen, kdnnen sie, je

nach Saure-Base-Eigenschaften, z. B. mit konzentrierter Phosphorsaure oder 0,1
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M Natronlauge angelost werden. Die Wirkstofflosungen werden ebenfalls fur ca. 30

Minuten im Ultraschallbad entgast.

3.4.2.3 Proteinlosung

Die Konzentrationen der Albuminlosungen, die innerhalb der Versuche verwendet
wurden, lagen zwischen 38 und 42 mg/ml, was dem physiologischen
Konzentrationsbereich entspricht. Nach der Einwaage in einen Messkolben wird
das Albumin in der Pufferlésung (3.4.2.1) gelost. Da sich Albumine aufgrund ihrer
Proteinstruktur sehr gut in Wasser bzw. in dem hier zur Losung verwendeten
Puffer I6sen, ist ein Schutteln des Ansatzes nicht notwendig, zumal dies nur zu
einer unerwlnschten Schaumbildung fihren wirde. Zur homogenen
Durchmischung der Albuminlosung ist es daher ausreichend den Messkolben

mehrmals langsam zu kippen.

3.4.3 Versuchsablauf

In Abbildung 22 sind die einzelnen Abschnitte eines Versuches schematisch
dargestellt. In jedem Versuchsteil, auRer der Proteininjektion, wird zunachst
Wirkstofflosung verwendet und im Anschluss mit Pufferlésung gespllt, so dass
jeweils zwei Elutionskurven erhalten werden. Die Ablaufe innerhalb der einzelnen

Versuchsschritte werden im Folgenden besprochen.
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Versuchsteil 1: ,Ohne Reaktionskammer* N

|
Einbau der Ultrafiltrationszelle > Vorversuch

Versuchsteil 2: ,Mit Kammer, ohne Membran® D

|
Einbau der Ultrafiltrationsmembran

\ 4

Versuchsteil 3: ,Mit Kammer, mit Membran® A
A

Versuchsteil 4. ,Proteininjektion” > Hauptversuch
\ 4

Versuchsteil 5: ,Mit Kammer, mit Protein® p.

Abbildung 22: Bestandteile eines Versuchs

3.4.3.1 Versuchsteil 1: ,,Ohne Reaktionskammer*

Dem ersten Versuchsteil ,ohne Reaktionskammer® kommt ahnliche Bedeutung zu
wie dem in 3.2.2 angesprochenen Testlauf im Menu der Software. Da die Anlage
hier keine Messzelle enthalt, entfallt dieser Abschnitt eines Versuches innerhalb
der Routinemessungen. Dennoch eignet sich dieser Versuchsteil insbesondere zur
Uberprifung der anderen Teile der Messanlage. Hiermit kann zum Beispiel auf
einfachem Wege die Dichtigkeit des Systems oder das Férdervolumen der Pumpe
beobachtet werden.

Bei der Durchfuhrung dieses Versuchsteils wird zuerst Wirkstoff- und im Anschluss

Pufferlosung durch die Anlage gepumpt, wodurch die Kurven 1 (Wirkstoff) und 2
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(Spulkurve) erhalten werden. Nach Beendigung des Versuchsteils 1 stoppt das

Programm die Messung und weist auf den Einbau der Messzelle hin.

3.4.3.2 Versuchsteil 2: ,,Mit Kammer, ohne Membran*

Vor Beginn des zweiten Versuchsteils wird die Ultrafiltrationszelle (hier ohne
Ultrafiltrationsmembran) in die Messanlage integriert. Auch hier wird zunachst
wieder Wirkstofflosung und danach Puffer durch die Anlage gepumpt. Man erhalt
so die Kurven 3 und 4.

Durch den Vergleich der Kurve 1 aus dem ersten Versuchsteil und der hier
erhaltenen Kurve 3 kann beurteilt werden, ob der verwendete Wirkstoff an die
Bestandteile der Ultrafiltrationszelle adsorbiert. Ein Unterschied bezuglich des
Zeitpunkts, an dem die Absorption der Wirkstoffkurve ansteigt, ergibt sich hier
durch das nun zusatzlich vorhandene Volumen der Messzelle, das der Wirkstoff
durchlaufen muss. Diese zeitliche Verschiebung spiegelt also nur das groRere
Totvolumen der Anlage wieder und kann nicht als Indiz fir eine Adsorption des
Wirkstoffs an Zellenmaterial gewertet werden. Sollte allerdings ein flacherer
Anstieg der Wirkstoffkurve 3 im Vergleich zur Kurve 1 erkennbar sein, wirde dies
auf eine Adsorption des Wirkstoffes hinweisen.

Nach Ende des Spulteils halt das Programm die Messung an und fordert das
Einlegen der Ultrafiltrationsmembran.

Auch auf diesen zweiten Teil der Vorversuche kann im Routinebetrieb verzichtet

werden.

3.4.3.3 Versuchsteil 3: ,,Mit Kammer, mit Membran*

Mit dem dritten Versuchsteil beginnt die eigentliche Messung. Alle nun
aufgenommenen Kurven und erhaltenen Daten werden, im Gegensatz zu den
vorher geschilderten Vorversuchen, zur Bestimmung des Ausmales der

Proteinbindung zwingend bendotigt.
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Nach den Vorversuchen bzw. zu Beginn einer Messung wird die Zelle, wie in
Abbildung 14 (3.1.5) zu sehen ist, zusammengebaut. Die Zelle wird zunachst mit
Pufferlosung gefullt und anschlieBend der Ruihrer, die Filterunterstitzung, die
Ultrafiltrationsmembran und der Dichtring eingesetzt. Danach setzt man das
Oberteil auf und fixiert die Zelle im dafur vorgesehenen Gestell. Beim Einbau ist
wie Ublich darauf zu achten, dass die Zelle dicht verschlossen wird und blasenfrei
mit Puffer befullt ist. Ist die Zelle korrekt zusammengebaut, kann der eigentliche
Versuch starten.

Auch hier wird zuerst Wirkstofflosung und im Anschluss daran Pufferlosung zum
Spulen durch die Anlage gepumpt. Hieraus ergeben sich dann die Kurven 5 und 6,
die in Abbildung 23 und 14 zu sehen sind. Beide Kurven werden, wie schon

erwahnt, zur Auswertung herangezogen.

[ Transtra - HTask - [CITIASIC PROGRAS Meberl 27.50a] alelxl
2 : - || x|
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Abbildung 23: Wirkstoffkurve (Kurve 5) aus Versuchsteil 3
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Abbildung 24: Spiilkurve (Kurve 6) aus Versuchsteil 3

Des Weiteren kann, ahnlich wie in 3.4.3.2 beschrieben, ein Vergleich von Kurve 5
und Kurve 3 Aufschluss auf dass Adsorptionsverhalten des Wirkstoffs an die
Ultrafiltrationsmembran geben. Ein unterschiedlich starkes Ansteigen der
Absorptionskurven ware wiederum ein Hinweis auf eine starkere Adsorption des
Arzneistoffs, was grundsatzlich unerwinscht ist. Da sich die verwendeten
Ultrafiltrationsmembranen durch ein sehr geringes Adsorptionsvermégen

auszeichnen, bleiben solche Effekte normalerweise aus.

3.4.3.4 Versuchsteil 4: Proteininjektion

Wenn die Spulkurve wieder den Nullpunkt erreicht hat, halt die Anlage die
Messung automatisch an und fragt nach der Proteininjektion. Sollte die Anlage
schon vor Ablauf der vorgegebenen Zeit wirkstofffrei sein, kann der Spulvorgang
zur Zeitersparnis auch manuell beendet werden. Das verwendete Protein wird in
die Injektionsschleife injiziert und der Schalter am Injektionsventil auf ,Inject"

umgelegt. AnschlieRend bestatigt man die Aufforderung des Programms und die
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Messung lauft weiter. Das Plasmaprotein wird nun mit Pufferlosung aus der

in die Ultrafiltrationszelle gespllt und dort dank der

Injektionsschleife
Innerhalb dieses Splulschrittes werden

Ultrafiltrationsmembran festgehalten.
Bruchsticke des Albumins, die die Trenngrenze der Ultrafiltrationsmembran

passieren konnen, aus dem System entfernt und erzeugen entsprechend ein
Signal am UV-Detektor (Kurve 7, Abbildung 25). Vor Ende des Spulschrittes muss
das Injektionsventil wieder in die ursprungliche Position geschaltet werden, denn

sonst ware das Totvolumen der Anlage in den folgenden Versuchsschritten um das

Volumen der Injektionsschleifen vergrof3ert.

| . Proteindurchgang bei defektem Filter,
| / max. Absorption hier ca. 2,0

|
Mk Wirkstoffkurve

| \ /
,
\

|'| / KURVE 7: ideale Proteinspulkurve,
| Absorptionhier<e,4___ |

.
L] k] B ]

Abbildung 25: Proteinspiilkurven bei defektem und intaktem Filter

An dieser Stelle des Versuches lasst sich erkennen, ob die Membran verwendbar
oder beschadigt ist. Ein Schaden an der Membran wirde unweigerlich zu einem
stark erhohten Proteindurchgang fuhren (Abbildung 25). Zunehmender Verschleif}

der Membran kann auch an einem stetig groRer werdenden Proteinsignal erkannt

werden. In solchen Fallen muss die Membran erneuert werden.
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3.4.3.5 Versuchsteil 5: ,,Mit Kammer, mit Protein“

Im letzten Teil eines Versuches wird nun erneut zuerst Wirkstoff- und anschlieRend

Pufferlésung durch das System gepumpt. Man erhalt so die letzten beiden Kurven

8 und 9. Da sich nun Albumin in der Ultrafiltrationszelle befindet, kann der Wirkstoff

mit dem Protein interagieren, wodurch sich der Anstieg der Elutionskurve 8 im

Vergleich zur Kurve 5 verzogert (s. Abbildung 26). Die Flache zwischen diesen

beiden Kurven entspricht dem Ausmal} der Proteinbindung des verwendeten

Arzneistoffs.
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Abbildung 26: Abbildung der zur Auswertung bendtigten Originalkurven eines
Versuches. Wahrend der Auswertung werden die gemessenen Kurven noch so

normiert, dass die Kurvenstartpunkte auf der selben Hohe liegen.
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3.5 Auswertung der Versuche

Vor der Datenauswertung mussen die erhaltenen Datensatze zunachst mit dem
Programm NPBUWO0O3 konvertiert werden, damit sie letztendlich vom
Auswerteprogramm NPBW127 verwertet werden kdnnen. Beide Programme laufen
unabhangig von der Messsoftware und sind urspringlich von Nickel erstellt

worden.

3.5.1 Berechnung der Titrationskurven

Nur der freie, ungebundene Anteil der Wirkstofflésung kann durch den Detektor
erfasst werden. Dementsprechend entspricht der restliche Anteil der Menge an
Arzneistoff, die vom Protein gebunden wurde. Durch die aus den Messungen
erhaltenen Daten ist es nun mdglich fur jeden Moment des Versuchs zu ermitteln,
wie viel Substanz sich innerhalb, beziehungsweise aullerhalb, der
Ultrafiltrationszelle befindet. Die Menge an Arzneistoff, die im Laufe des Versuchs
durch die Anlage gepumpt wurde, ergibt sich hierbei aus dem bekannten Fluss und
der vorab in die Software eingegebenen Konzentration der Wirkstofflosung. Der
freie Arzneistoffanteil kann aus den Daten der Elutionskurve enthommen werden.
Die Differenz entspricht folglich dem Anteil an Wirkstoff, der sich zu dem jeweiligen
Zeitpunkt in der Zelle befand.

Aus diesen errechneten Daten lasst sich nun eine experimentelle Titrationskurve
errechnen. Hierfir wird der negative dekadische Logarithmus der freien
Wirkstoffkonzentration gegen das molare Wirkstoff-Protein-Verhaltnis innerhalb der
Messzelle aufgetragen. Die so erhaltene Titrationskurve wird anschliefend als
Vergleichskurve zur Bestimmung der Bindungskonstanten verwendet.

Die theoretischen Titrationskurven werden auf Basis der berechneten
Bindungskonstanten (3.5.2) ermittelt. Die erhaltenen Werte werden in Analogie zu
den experimentellen Titrationskurven aufgetragen. Abbildung 27 =zeigt die

Darstellung im Auswertungsprotokoll. Spiegeln die errechneten
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Bindungskonstanten die experimentellen Verhaltnisse korrekt wider, sollte eine
moglichst gute Ubereinstimmung zwischen experimenteller und theoretischer

Titrationskurve erhalten werden.

el D=l
Bindungskonsfante
an 1., — = i .2
Titrationgkurven T
4 Lk 1
s ; r
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der Titrationskurven im Auswertungsprotokoll:
Kurve T: Titrationskurve pW = - log(Ck), freier Wirkstoff, gepunktet = experimentell,
durchgezogene Kurve = berechnet; Kurve B (hellblau): pW = -log(Cg), gebundener
Wirkstoff; Kurve D (gelb): Differenzkurve T(berechnet) - T(experimentell)

3.5.2 Iterative Berechnung der Bindungskonstanten

Zu Beginn der Berechnung der Bindungskonstanten wird die minimale Anzahl der
vorhandenen Bindungsstellen ermittelt. Dazu wird das molare Verhaltnis von
gebundenem Wirkstoff zu Protein am Ende des Versuchs berechnet. Da
normalerweise nicht alle Bindungsstellen zu 100% besetzt sind, wird davon
ausgegangen, dass entsprechend mehr Bindungsstellen vorhanden sind, als das
errechnete Verhaltnis angibt. Fur den ersten Rechenansatz wird daher die

doppelte Anzahl an Bindungsstellen angenommen.
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Far die Bindungskonstanten werden zunachst Extremwerte vorausgesetzt. Aus
diesen Extremwerten wird im Anschluss die Gesamtmenge an Wirkstoff berechnet,
die sich demnach in der Ultrafiltrationszelle befinden misste. Die erhaltenen Werte
werden nun mit der Menge verglichen, die sich aus der gemessenen Spulkurve
ergibt. Ublicherweise erhalt man so in den ersten Berechnungen zu hohe Werte.
Deshalb wird die Bindungskonstante fur die nachste Berechnung verkleinert und
die Berechnung von neuem gestartet. Mit allen Ubrigen Bindungskonstanten wird
analog verfahren.

Die beschriebene Berechnung erfolgt jeweils Uber einen gro3eren Abschnitt der
experimentellen Titrationskurve. Hierbei wird als Bindungskonstante k immer ein
Mittelwert aus mehreren Bindungskonstanten betrachtet, die an unterschiedlichen
Punkten der Kurve berechnet werden. Da hier Konstanten berechnet werden,
mussten am Ende der Berechnung idealerweise fur jeden Punkt der Kurve die
gleichen Bindungskonstanten erhalten werden. Da dies in der Praxis ublicherweise
nicht der Fall ist, wird die Iteration dann standardmaRig abgebrochen, wenn die
gewichtete Summe der Standardabweichungen ein Minimum erreicht hat.

Ist die Abbruchbedingung erfullt und sind somit alle Bindungskonstanten k
berechnet, startet der nachste Iterationsansatz mit einer angenommenen
Bindungsstelle weniger als im Modell zuvor. Das Verfahren wird solange
fortgesetzt, bis die Mindestanzahl der Bindungsstellen erreicht ist. Das
Rechenmodell, das die kleinste Standardabweichung der pK-Einzelwerte ergeben
hat, wird als am zuverlassigsten betrachtet und zur Auswertung verwendet.

Der Berechnung der Bindungskonstanten k liegen zwei unterschiedliche
Bindungsmodelle zugrunde. Im Allgemeinen wird angenommen, dass sich die
einzelnen Bindungsstellen nicht gegenseitig beeinflussen. Die resultierenden
Bindungsparameter sind somit vollig unabhangig voneinander. Zum anderen wird
davon ausgegangen, dass die Starke der Bindung an eine bestimmte Stelle davon
beeinflusst wird, ob an einer anderen Stelle eine Bindung stattfindet. Die
entsprechenden Bindungskonstanten k sind also voneinander abhangig. Die

Ergebnisse beider Bindungsmodelle werden im Versuchsprotokoll angegeben.
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3.5.3 Scatchard-Plot

Der Scatchard-Plot®” ist eine allgemein anerkannte, graphische Methode zur
Bestimmung von Bindungskonstanten. Mit ihm konnen die iterativ berechneten
Bindungskonstanten Uberpruft werden, wodurch die Richtigkeit der Iteration
zusatzlich belegt wird.

Beim Scatchard-Plot wird der Quotient aus spezifischem Bindungsvermdgen und
der molaren Konzentration an freiem Wirkstoff gegen das spezifische
Bindungsvermdgen aufgetragen. Das spezifische Bindungsvermogen entspricht
hierbei dem Quotient aus molarer Konzentration des gebundenen Wirkstoff und
molarer Gesamtkonzentration des Proteins. Durch Extrapolation des linearen
Kurvenabschnittes auf die Abszisse kann so in guter Naherung ein Wert fur die
erste Bindungskonstante erhalten werden, der mit den berechneten Werten

verglichen werden kann.

3.5.4 Auswertungsprotokoll

Auf der ersten Seite des Auswertungsprotokolls findet sich nochmals eine
Ubersicht Uber alle vorab eingegebenen Versuchsdaten und Einstellungen. Auf
den weiteren Seiten folgen die Abbildung der aufgenommenen Kurven, die
berechneten Bindungskonstanten und die schon erwahnten graphischen
Darstellungen der Titrationskurven (s. 3.5.1, Abbildung 27) und des Scatchard-

Plot. Zusatzlich sind weitere graphische Darstellungen der Ergebnisse enthalten.
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Ergebnisse — Proteinbindung der Sartane

4.1 Proteinbindung der Sartane

4.1.1 Allgemeines

Sartane sind Angiotensin-lI-Rezeptor-Antagonisten, die im Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System selektiv. den AT -Rezeptor blockieren und so eine
Blutdrucksenkung bewirken.'”?”! Da Sartane das Angiotensin-Converting-Enzym
(ACE) nicht blockieren, und Bradykinin somit normal abgebaut werden kann,

bleiben die typischen Nebenwirkungen der ACE-Hemmer in der Regel aus.

Angiotensinogen

ACE-Hemmer

Renin —»l J_
Angiotensin | Bradykinin
Sartane

Angiotensin I Bradykininabbauprodukte

Y \,

AT -Rezeptor AT,-Rezeptor

Abbildung 28: Angriffspunkte von Sartanen und ACE-Hemmern

Im Folgenden wurde das Ausmal’ der Proteinbindung der Sartane mit bovinem
und humanem Serumalbumin bestimmt. Um zu zeigen, dass Messungen mit
Plasma an der vorhandenen Messanlage durchgeflihrt werden kdnnen, wurden
alle Stoffe zusatzlich erstmals mit humanem Plasma vermessen. Die erhaltenen
Ergebnisse wurden im Anschluss mit Werten aus der Literatur verglichen. Alle
angegebenen Proteinbindungen beziehen sich auf ein Wirkstoff-Protein-Verhaltnis
von 0,001.
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Ergebnisse — Proteinbindung der Sartane

4.1.2 Candesartan

N
\ ST
Summenformel: C24H20NsO3 N)\O CH,
Molare Masse: 440,5 g/mol HOOC
Messwellenlange: 250 nm
Eingesetzte Konzentrationen: 15-20 mg/I N O
Literaturwerte: 99,5% 1?8, 99,7%!"%%, > 99%["*% (alle Plasma) " ™
\
N—NH
Messungen mit bovinem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung| pK; pK; pK3 Proteinbindung| pK; pK, pPK3
1 98.6 478 | 4.60 | 4.32 98.1 493 | 475 | ---
2 98.6 4.74 | 456 | 4.38 98.0 492 [ 475 | ---
3 98.4 4.86 | 4.50 [ 2.09 98.3 498 | 425 | ---
4 99.2 514 | 4.89 | 3.71 99.0 521 | 4.91
5 99.1 5.04 | 4.87 | 3.94 98.8 514 | 493 [ ---
6 99.2 518 | 478 | --- 99.1 527 | 470 [ -
Mittelwert 98.9 4.96 | 4.70 | 3.69 98.5 5.07 | 4.71
sdv 0.4 0.19 | 0.17 | 0.94 0.5 015 | 0.25 | ---
rel sdv [%] 0.4 3.81 | 3.58 | 25.40 0.5 2.96 | 520 [ ---

Messungen mit humanem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung| pK; pK, pK; Proteinbindung| pK; pK, pK;

1 99.6 5.60 | 4.54 99.6 5.63 | 4.50

2 99.6 5.60 | 4.69 99.6 5.66 | 4.61

3 99.0 5.21 | 3.76 99.0 5.23 | 3.73

4 99.4 5.46 | 3.98 99.4 5.47 | 4.00

5 99.1 5.26 | 3.93 99.2 5.29 | 3.88

6 99.3 5.38 | 4.12 99.3 5.39 | 4.13
Mittelwert 99.4 5.42 | 4.17 99.4 544 | 4.14
sdv 0.2 0.17 | 0.37 0.2 0.18 | 0.35
rel sdv [%] 0.3 3.05 | 8.79 0.2 3.25 | 8.43

Messungen mit humanem Plasma:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung| pK; pK, pK; Proteinbindung| pK; pK, pK;
1 99.8 577 | 5.01 | 3.51 99.8 5.88 | 491 | 3.61
2 99.8 587 | 5.03 | 3.74 99.8 593 | 499 | 3.74
3 99.6 5.57 | 4.98 99.6 575 | 4.84
Mittelwert 99.7 5.74 | 5.01 99.7 5.85 | 4.91
sdv 0.1 0.15 | 0.03 0.1 0.09 | 0.08
rel sdv [%] 0.1 2.66 | 0.50 0.1 1.59 | 1.53
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4.1.3 Eprosartan-Mesylat

Summenformel: Co4HogN>O-7S5

Molare Masse: 520,6 g/mol

Messwellenlange: 293 nm

Eingesetzte Konzentrationen: 20-25 mg/l

*HOSO,CH, COOH

N

COOH
|gc/\w/N\§ ]

Literaturwerte: 98% "% 98,6% '*"! (alle Plasma) S

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

|7

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung| pK; pK; pPK; Proteinbindung| pK; pK, pPK3

1 96.2 439 | 415 | 3.57 95.0 450 | 4.30

2 96.0 437 | 410 | 3.60 95.0 4.50 | 415 | 3.60

3 96.0 452 | 3.75 | 3.33 96.0 460 | 3.79 | 3.61

4 95.8 4.50 | 3.83 95.4 4.54 | 3.80 | 3.62

5 96.0 447 | 3.84 | 3.52 95.9 4.60 | 3.87 | 3.70

6 95.0 440 | 3.62 | 3.35 95.2 452 | 3.72
Mittelwert 95.9 444 | 3.88 | 3.47 95.4 454 | 3.94 | 3.63
sdv 0.4 0.06 | 0.21 | 0.13 0.5 0.05 | 0.23 | 0.04

rel sdv [%] 0.5 1.39 | 5.32 | 3.66 0.5 1.02 | 5.90 | 1.22

Messungen mit humanem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung| pK; pK, pK; Proteinbindung| pK; pK, pK;
1 97.8 4.84 | 3.47 97.7 485 | 3.51
2 97.4 4.80 97.4 4.80
3 97.5 4.78 | 3.73 97.5 482 | 3.66
4 97.2 4.75 | 3.16 97.1 4.75 | 3.23
5 97.1 472 | 3.27 | 2.59 96.9 4.72 | 3.47
6 96.3 4.63 | 2.50 96.3 4.64
Mittelwert 97.2 4.75 | 3.23 | 2.59 97.2 4.76 | 3.47
sdv 0.5 0.07 | 0.46 0.5 0.08 | 0.18
rel sdv [%] 0.5 153 | 14.24 | --- 0.5 1.58 | 5.19

Messungen mit humanem Plasma:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung| pK; pK, pK; Proteinbindung| pK; pK, pK;
1 97.3 4.75 | 3.64 97.3 4.77 | 3.58
2 95.5 4.35 | 3.98 | 3.55 95.0 4.50 | 4.09
3 94.5 432 | 3.67 | 3.43 94.7 447 | 3.76
Mittelwert 95.8 448 | 3.76 95.6 458 | 3.81
sdv 1.4 0.24 | 0.19 1.4 0.17 | 0.25
rel sdv [%] 1.5 5.32 | 4.96 1.5 3.63 | 6.69
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4.1.4 Irbesartan

. N CH
Summenformel: Co5H2gNgO )\/\/ 3
O

Molare Masse: 428,5 g/mol

Literaturwerte: 90% %8, 99,5%!"%% 96%!"*?], (alle Plasma)

Messwellenlange: 248 nm O
Eingesetzte Konzentrationen: 18-20 mg/I O

N
BN
N\
Messungen mit bovinem Serumalbumin: \N/NH
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf [Proteinbindung| pK; | pK; | pKs | pK; | |Proteinbindung| pK; | pK; | pKs
1 95,6 418 | 4,00 | 3,82 | 3,65 94,8 448 | 4,22 | 3,77
2 95,7 4331404 3,70 | - 94,9 449 | 410 | 3,76
3 95,0 4121 395 | 3,77 | 3,59 94,7 447 | 4,09 | 3,79
4 96,9 460 | 3,95 | 3,37 | 2,96 96,4 4,65 4,09 | 3,31
5 94,2 4201 3,89 | 3,51 92,7 4321 3,99 | 3,81
Mittelwert 95,5 4,29 | 3,96 | 3,63 | 3,40 94,7 4,48 | 410 | 3,69
sdv 1,0 0,19 | 0,06 | 0,19 | 0,38 1,3 0,12 | 0,08 | 0,21
rel sdv [%] 1,1 4,48 | 1,46 | 5,25 | 11,18 1,4 2,62 | 2,00 | 5,80
Messungen mit humanem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf [Proteinbindung| pK; | pK; | pKs | pK; | |Proteinbindung| pK; | pK; | pKs
1 96,8 435 417 | 3,99 | 3,47 95,6 4,56 | 4,37 | 4,04
2 95,9 4211 4,04 | 3,86 | 3,68 95,5 455 | 4,37 | 3,95
3 96,8 458 1391 354 | - 96,7 470 | 3,95 | 3,67
4 95,5 436 | 3,86 | 3,53 | 3,17 95,2 4521 3,99 | 3,47
5 96,8 4541 410 | 352 | -- 96,3 464 | 422 | --
Mittelwert 96,4 441 | 4,02 | 3,69 | 3,44 95,9 459 | 418 | 3,78
sdv 0,6 0,15 | 0,13 | 0,22 | 0,26 0,6 0,07 | 0,20 | 0,26
rel sdv [%] 0,7 3,46 | 3,25 | 6,02 | 7,48 0,7 1,56 | 4,80 | 6,86
Messungen mit humanem Plasma:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung| pK; pK, pK; Proteinbindung| pK; pK, pK;
1 92.7 4.24 | 3.61 914 425 | 3.85
2 93.8 420 | 3.78 | 3.49 93.3 437 | 3.86 | 3.68
3 95.1 4.34 | 3.79 | 3.60 95.2 452 | 3.87 | 3.54
Mittelwert 93.9 4.26 | 3.73 | 3.54 93.3 4.38 | 3.86 | 3.61
sdv 1.2 0.07 | 0.11 | 0.08 1.9 0.14 | 0.01 | 0.10
rel sdv [%] 1.2 1.68 | 2.84 | 2.15 2.0 312 | 0.23 | 2.84
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4.1.5 Telmisartan

Summenformel: Cz3H3gN4O-

Molare Masse: 514,6 g/mol

Messwellenlange: 295 nm

Eingesetzte Konzentrationen: 18-20 mg/

Literaturwerte: > 99% !'#1 > 99%!"% (alle Plasma)

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

HOOC

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung| pK; pK; pPK; Proteinbindung| pK; pK, pPK3

1 97.2 464 | 401 | 3.55 97.3 478 | 3.99 | 3.65

2 97.3 463 | 4.09 | 3.78 97.4 4.79 | 4.20

3 98.0 4.78 | 4.29 97.5 4.82 | 4.32

4 97.7 4.72 | 4.27 97.4 480 | 4.24

5 97.4 463 | 419 | 3.70 97.4 479 | 4.24

6 97.8 468 | 4.27 | 3.86 97.6 482 | 435 | 3.55
Mittelwert 97.6 468 | 419 | 3.72 97.4 480 | 422 | 3.65
sdv 0.3 0.06 | 0.11 | 0.13 0.1 0.02 | 0.13 | 0.07
rel sdv [%] 0.3 1.31 | 2.68 | 3.58 0.1 0.35 | 3.06 | 1.82

Messungen mit humanem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung| pK; pK, pK; Proteinbindung| pK; pK, pK;
1 98.9 4.99 | 4.69 98.8 512 | 4.57
2 98.8 4.99 | 4.56 98.7 5.09 | 4.47
3 98.9 498 | 4.7 98.6 5.08 | 4.64
4 99.0 5.08 | 462 | 3.74 98.8 5.15 | 4.68
5 99.0 5.03 | 4.73 98.9 5.16 | 4.60
Mittelwert 98.9 5.01 | 4.66 | 3.74 98.7 5.12 | 4.59
sdv 0.1 0.04 | 0.07 0.1 0.04 | 0.08
rel sdv [%] 0.1 0.81 [ 1.52 0.1 0.70 | 1.75

Messungen mit humanem Plasma:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung| pK; pPK; pPK; Proteinbindung| pK; pPK; pK;
1 98.3 495 | 3.75 98.1 494 | 3.84
2 98.4 4.86 | 4.48 98.2 496 | 4.41
3 98.1 4.93 97.9 4.89
Mittelwert 98.3 491 | 412 98.1 493 | 412
sdv 0.2 0.05 | 0.52 0.2 0.04 | 0.40
rel sdv [%] 0.2 0.95 | 12.58 | --- 0.2 0.73 | 9.76

68




Ergebnisse — Proteinbindung der Sartane

4.1.6 Valsartan O

)‘k/\/CH3
HOOC N

Summenformel: Co4HogN503

Molare Masse: 435,5 g/mol

Messwellenlange: 250 nm

Eingesetzte Konzentrationen: 15-20 mg/I /N\
Literaturwerte: 94-97% 128, 94%('*] (Plasma), 92% "*I(HSA) N,
N—NH
Messungen mit bovinem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung| pK; pK; pPK; Proteinbindung| pK; pK; pPK;
1 99.0 516 | 4.40 99.0 520 [ 434 | 3.58
2 98.9 5.06 | 4.50 98.9 5.18 | 4.38
3 98.8 502 [ 4.52 98.7 5.0 | 4.47
4 99.7 5.70 --- 99.3 537 | 430 | 3.90
5 97.5 470 | 4.18 97.4 480 | 4.03 | 3.79
6 98.5 495 | 428 | 3.44 98.3 5.00 [ 430 [ 3.38
Mittelwert 98.7 510 | 4.38 | 3.44 98.6 510 | 4.30 | 3.67
sdv 0.7 033 | 014 | --- 0.7 0.20 | 0.15 | 0.23
rel sdv [%] 0.7 6.57 | 3.29 0.7 3.84 [ 3.47 | 6.36

Messungen mit humanem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung| pK; pK, pPK; Proteinbindung| pK; pK, pK;

1 99.4 5.32 | 4.64 99.3 548 | 4.51

2 99.5 5.48 | 4.56 99.5 5.51 -

3 99.4 5.34 | 4.65 99.4 542 | 4.58

4 97.3 4.73 | 3.77 97.5 4.81 ---

5 98.7 5.03 | 4.32 98.7 511 | 4.13
Mittelwert 98.9 5.18 | 4.39 98.9 5.26 | 4.40
sdv 0.9 0.30 | 0.37 0.8 0.30 | 0.24

rel sdv [%] 1.0 5.80 [ 8.43 0.9 5.70 | 5.52

Messungen mit humanem Plasma:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung| pK; pPK; pPK; Proteinbindung| pK; pPK; pPK;

1 98.9 5.16 | 3.62 98.9 5.17 | 3.54

2 99.1 5.25 | 3.51 99.1 5.25 | 3.48

3 99.0 5.19 | 3.43 99.0 5.20 | 3.46
Mittelwert 99.0 5.20 | 3.52 99.0 5.21 | 3.49
sdv 0.1 0.05 | 0.10 0.1 0.04 | 0.04

rel sdv [%] 0.1 0.87 | 2.76 0.1 0.71 | 1.20
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4.1.7 Diskussion

In Tabelle 4 sind die Mittelwerte der Proteinbindungsbestimmung der Sartane
zusammengefasst. Die angegebenen Werte entsprechen den Ergebnissen aus

dem unabhangigen Bindungsmodell.

Tabelle 4: Mittelwerte der Proteinbindungsbestimmung der Sartane

Proteinbindung

Arzneistoff BSA HSA Plasma Literatur
Candesirtan 98.9 % 99.4 % 99.7 % 99.5 %1281 99 7 9,129
+0.4 +0.2 +0.1 > 99 %% (Plasma)
Eprosartan- 95.9 % 97.2 % 95.8 % 98 %!'%%1 98,6 %!

Mesylat +04 +0.5 1.4 (Plasma)
Irbesartan 95.5 % 96.4 % 93.9 % 90,0 %281 99,5 9% ['%]
+1.0 +0.6 +1.2 96,0 %!"*? (Plasma)

Telmisartan 97.6 % 98.9 % 98.3 % > 99 9,128
+0.3 +0.1 +0.2 > 99 %"* (Plasma)

94 % * 2% 34
0, 0, 0,

Valsartan gfg 7A’ gfg 9/ 0 gfg 1/° (Plasma)

=Y = = 92 % * 5% ['** (HSA)

Der Vergleich der Messergebnisse mit den Werten aus der Literatur, die mittels
Ultrafiltration und Gleichgewichtsdialyse erhalten wurden, zeigt bei allen
Wirkstoffen eine relativ gute Ubereinstimmung. Einzig bei Valsartan konnten
hohere Proteinbindungswerte und wesentlich kleinere Standardabweichungen als
in der Literatur gefunden werde. Solche Abweichungen von den Literaturwerten
konnen beispielsweise durch die jeweils verwendete Methode bedingt sein. Wie in
den Arbeiten von Oehlmann!* und Heinze!'* schon beschrieben wurde, kénnen
sich vor allem durch das verwendete Protein Unterschiede innerhalb der
gemessenen Proteinbindung ergeben. Wie die Literaturangaben zu Valsartan
zeigen, kdnnen die Ergebnisse allerdings auch durch verschiedenen Chargen des

gleichen Proteins variieren.!"®! Im Fall der Sartane sind hier nur geringfiigige
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Unterschiede zu erkennen, dennoch sind die Werte, die bei den Messungen mit
BSA erhalten wurden, tendenziell etwas niedriger als die Literaturwerte.

Unabhangig von der Wahl des Proteins liegen die gemessenen Werte in

vergleichbaren Bereichen.
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Abbildung 29: Stark erhohte Proteinkurve bei Messungen mit humanem Plasma

Wie in 4.1.1 erwahnt, wurden innerhalb dieser Versuchsreihe erstmals Messungen
mit humanem Plasma durchgefihrt. Die Messungen erwiesen sich im Allgemeinen
als unproblematisch. Nach ersten Versuchen wurde allerdings festgestellt, dass
das Plasma dazu tendiert, die Ultrafiltrationsmembranen zu verstopfen, was einen
Druckanstieg an der HPLC-Pumpe bzw. im System zur Folge hatte. Aullerdem war
dadurch die Wiederverwendbarkeit der Membranen nicht mehr gewahrleistet. Um
diesem Problem zu begegnen, wurde das Plasma nach dem Auftauen mit einem
0,22um Spritzenfilter filtriert. Nach der Filtration waren die Messungen normal
durchfuhrbar, ein Druckanstieg an der Pumpe und UnregelmaRigkeiten innerhalb
der Messungen waren nicht mehr festzustellen. Ein weiterer Unterschied
gegenuber Messungen mit HSA oder BSA bestand darin, dass die Proteinkurve
einen starken Anstieg zeigte (Abbildung 29). Dies lag an den niedermolekularen

Bestandteilen im Blutplasma, die die Membran ungehindert passieren konnten,
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und somit ein Signal am Detektor erzeugten. Die fiur die Proteinbindung relevanten
Plasmaproteine wurden allerdings in der Zelle zurickgehalten. Die Ergebnisse aus
den Messungen zeigen, dass Versuche mit humanem Blutplasma an der
verwendeten Anlage durchfuhrbar sind. Auch der Vergleich mit Literaturdaten

liefert gute Ubereinstimmungen.
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4.2 Proteinbindung der Naphthylisochinoline

4.2.1 Allgemeines

Naphthylisochinolin-Alkaloide sind Sekundarmetabolite, die in tropischen Lianen
der Familien Ancistrocladaceae und Dioncophyllaceae zu finden sind. Ausgepragte
Bioaktivitaten gegen Erreger tropischer Infektionskrankheiten, wie zum Beispiel
Leishmanien, Plasmodien und Trypanosomen, machen diese Naturstoffe zu einem
interessanten Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten. So zeigen zum Beispiel
Dioncophyllin C und Dioncopeltin A (Abbildung 30) in vitro und in vivo Aktivitat

gegen die Malariaerreger Plasmodium falciparum und Plasmodium berghei.l'*>1%!

Dioncophyllin C Dioncopeltin A Ancisheynin

Abbildung 30: Beispiele verschiedener Naphthylisochinolin-Alkaloide: die antimalaria-
aktiven Substanzen Dioncophyllin C und Dioncopeltin A, sowie das erste N,C-gekuppelte
Naphthylisochinolin Ancisheynin

Die Vielfaltigkeit dieser Stoffgruppe wurde 2003 mit der Isolierung von Ancisheynin
(Abbildung 30) aus Ancistrocladus heyneanus in der Gruppe von Butler!™®”, um die
Gruppe der N,C-verknlUpften Naphthylisochinoline erweitert. In der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. G. Bringmann (Institut fur Organische Chemie, Universitat Warzburg)
wurden in den letzten Jahren viele weitere Naphthylisochinoline isoliert und neue

[126]

Wege zur Synthese der Naphthylisochinoline gefunden. Viele der so

synthetisierten Verbindungen wiesen in Testungen sehr gute Aktivitaten gegen die

schon erwahnten Erreger auf.['%%139.140]
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Im Folgenden wurde von einer Auswahl an N,C-verknupften Naphthylisochinolinen
die Plasmaproteinbindung bestimmt. Alle gemessenen Verbindungen wurden von
Gulder in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bringmann synthetisiert.'*® Die
unterschiedliche Anzahl der Einzelmessungen sowie fehlende HSA-Messungen
erklaren sich durch die jeweilige Verfugbarkeit der Substanz. Alle angegebenen

Ergebnisse beziehen sich auf ein Wirkstoff-Protein-Verhaltnis von 0,001.
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4.2.2 Gemessene Substanzen

4.2.2.1 GB-AP 89

N-(4’-Chlorphenyl)-6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinoliniumperchlorat

Summenformel: C19H19NOgClo

MeO Me -
Molare Masse: 428,3 g/mol AN ClO,
+
N
Messwellenlange: 273nm
Eingesetzte Konzentrationen: 10-15mg/I OMe Me Cl
Messungen mit bovinem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK; pK, Proteinbindung pK; pPK,
1 60.7 3.29 2.79 60.2 3.40
2 60.2 3.29 2.74 60.0 3.40
3 56.9 3.12 2.94 57.2 3.35
4 56.4 3.33 56.4 3.33
5 71.7 3.63 70.4 3.60
6 71.1 3.61 69.9 3.59
7 62.5 3.44 62.3 3.44
8 63.7 3.47 63.5 3.46
9 64.1 3.47 63.9 3.47
Mittelwert 63.0 3.41 2.83 62.6 3.45
sdv 5.4 0.16 0.11 5.0 0.09
rel sdv [%] 8.6 4.79 3.72 7.9 2.73

Messungen mit humanem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK; pK, Proteinbindung pK; pK,
1 77.7 3.76 77.4 3.76
2 71.3 3.62 71.1 3.61
3 71.4 3.62 71.2 3.62
4 73.4 3.66 73.2 3.66
5 74.0 3.68 73.8 3.67
6 55.5 3.32 55.7 3.32
7 56.1 3.33 56.2 3.33
9 68.2 3.55 64.1 3.47
Mittelwert 68.5 3.57 67.8 3.55
sdv 8.3 0.16 8.2 0.16
rel sdv [%] 12.1 4.56 12.1 4.54
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4.2.2.2 GB-AP 94

N-(3’-Methoxyphenyl)-6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinoliniumtetrafluoroborat

Summenformel: CooH2oNO3BF4

Molare Masse: 411,2 g/mol MeO N Me -
+ BF4
N
Messwellenlange: 269nm
OMe Me
Eingesetzte Konzentrationen: 10-12mg/I
OMe
Messungen mit bovinem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK;4 pK, Proteinbindung pPK, pK,
1 34.4 2.94 34.7 2.95
2 37.2 3.00 36.7 2.99
3 47.4 3.18 47.5 3.18
4 27.7 2.58 2.41 25.6 2.76
5 41.8 2.86 2.68 39.1 3.03
6 40.9 3.06 40.2 3.05
7 27.7 2.78 1.49 28.3 2.82
8 28.3 2.70 2.20 27.0 2.78
Mittelwert 35.7 2.89 2.20 34.9 2.94
sdv 7.4 0.20 0.51 7.6 0.15
rel sdv [%] 20.8 6.79 23.17 21.7 5.01

76



Ergebnisse — Proteinbindung der Naphthylisochinoline

4.2.2.3 GB-AP 101

N-(4’-Tolyl)-6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinoliniumtetrafluoroborat

Summenformel: CooH2oNOLBF4

MeO Me
Molare Masse: 395,2 g/mol N -
| N BF4
N
Messwellenlange: 267nm
OMe Me
Eingesetzte Konzentrationen: 9-12mg/l CH,

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK;4 pK, Proteinbindung pPK, pK,
1 45.7 3.15 45.4 3.14
2 47.4 3.18 48.0 3.19
3 69.6 3.58 68.5 3.56
4 68.4 3.56 68.4 3.56
5 62.9 3.45 62.7 3.45
6 63.0 3.45 62.8 3.45
7 65.4 3.50 54.9 3.31
8 67.2 3.53 55.2 3.31
Mittelwert 61.2 3.43 58.2 3.37
sdv 9.4 0.17 8.8 0.16
rel sdv [%] 15.3 4.94 15.1 4.71

Messungen mit humanem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK, pK, Proteinbindung pPK, pK,

1 63.7 3.47 63.7 3.47

2 45.0 3.14 449 3.13

3 65.6 3.50 65.0 3.49

4 73.2 3.66 72.4 3.64

5 70.9 3.61 63.8 3.47
Mittelwert 63.7 3.47 62.0 3.44
sdv 11.1 0.21 10.2 0.19

rel sdv [%] 17.5 5.91 16.5 5.41
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4.2.2.4 GB-AP 104

N-(4’-N’-Phenylacetamid)-6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinoliniumtetrafluoroborat

Summenformel: Co1H23N>O3BF4

MeO Me
Molare Masse: 438,2 g/mol N -
+ BI:4
N
M llenld 272 0
esswellenlange: nm
g OMe Me )J\
Eingesetzte Konzentrationen: 10-12mg/I ITJ CH,
H
Messungen mit bovinem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK4 pK, Proteinbindung pPK, pK,
1 58.7 3.37 49.9 3.22
2 57.4 3.35 49.2 3.21
3 54.2 3.29 53.1 3.29
4 55.5 3.10 2.92 53.3 3.28
Mittelwert 56.4 3.28 2.92 51.3 3.25
sdv 2.0 0.13 2.1 0.04
rel sdv [%] 3.6 3.87 4.1 1.30

78



Ergebnisse — Proteinbindung der Naphthylisochinoline

4.2.2.5 GB-AP 107

N-(2’,6’-Dimethylphenyl)-6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinoliniumtrifluoroacetat

Summenformel: CosH4F3NO4

Molare Masse: 435,4 g/mol MeO N MeMeCF3COO
+
N
Messwellenlange: 270nm OMe Me
Eingesetzte Konzentrationen: 10-12mg/I Me
Messungen mit bovinem Serumalbumin:
< ABHANGIGE
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK; pPK, pK3 Proteinbindung pK;
1 68.2 3.55 54.6 3.30
2 66.6 3.52 55.0 3.31
3 39.8 2.82 2.64 36.3 2.98
4 40.5 2.83 2.66 37.2 2.99
5 43.4 3.11 43.6 3.11
6 50.0 2.90 2.72 2.5458 43.7 3.11
7 50.9 3.1 2.64 49.7 3.22
8 50.7 3.13 2.57 49.8 3.22
Mittelwert 51.3 3.1 2.6 2.5 46.2 3.2
sdv 10.9 0.3 0.1 7.2 0.1
rel sdv [%] 21.3 9.15 2.02 15.6 4.05
Messungen mit humanem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK; pPK, Proteinbindung pKj pK,
1 53.0 3.27 52.2 3.26
2 52.5 3.27 52.3 3.26
3 74.9 3.70 69.9 3.56
4 74.5 3.69 70.1 3.59
5 71.8 3.63 70.7 3.60
6 74.3 3.68 64.0 3.47
7 68.8 3.38 3.11 64.8 3.49
8 71.3 3.41 3.20 68.0 3.55
Mittelwert 67.6 3.5 3.2 64.0 3.5 -—-
sdv 9.4 0.2 0.1 7.6 0.1 -
rel sdv [%] 13.9 5.42 2.13 11.9 3.99 ---
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4.2.2.6 GB-AP 110

N-(4’-iso-Propylphenyl)-6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinoliniumtrifluoroacetat

Summenformel: CosHogF3NO4

MeO Me '
Molare Masse: 449,5 g/mol N CFsCO0
— N-
Messwellenlange: 264nm
g OMe Me Me
Eingesetzte Konzentrationen: 10-12mg/I
Me

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK, pK, Proteinbindung pK, pK;

1 67.4 3.48 2.64 72.4 3.64 -—-

2 67.4 3.48 2.65 72.4 3.64 -

3 77.5 3.76 77.4 3.76 -

4 77.8 3.77 77.6 3.76 -—-

5 69.5 3.58 68.5 3.56 -

6 70.5 3.60 68.5 3.56 -—-

7 54.4 3.08 2.90 55.3 3.31 -
Mittelwert 69.2 3.5 2.7 70.3 3.6 ---
sdv 7.9 0.2 0.1 7.6 0.2 -—-
rel sdv [%] 11.4 6.61 5.37 10.8 4.22 ---

80



Ergebnisse — Proteinbindung der Naphthylisochinoline

4.2.2.7 GB-AP 149

N-(3’-Bromphenyl)-6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinoliniumtrifluoroacetat

Summenformel: Cs1H19BrFsNO4

MeO Me _
Molare Masse: 486,3 g/mol AN CF3;COO
/N+ Br
M llenla 1270
esswellenlange nm Mo e

Eingesetzte Konzentrationen: 10-12mg/I

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK;, pPK, Proteinbindung pK; pK,
1 68.2 3.55 67.7 3.54
2 60.0 3.40 60.1 3.40
3 50.4 3.01 2.83 38.7 3.02
4 721 3.41 3.24 69.0 3.57
5 57.5 3.35 57.5 3.35
6 59.6 3.26 2.81 59.2 3.38
Mittelwert 61.3 3.3 3.0 58.7 3.4 -—-
sdv 7.8 0.2 0.2 10.9 0.2 -—-
rel sdv [%] 12.7 5.56 8.10 18.5 5.83 -
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4.2.2.8 GB-AP 186

N-(2’,4’-Di-iso-propylphenyl)-6,8-dimethoxy-1,3-

R BF.
dimethylisochinoliniumtetrafluoroborat MeO \ Me
Summenformel: CosH3sNO2BF,4 iPr

+
Molare Masse: 465,0 g/mol N
OMe Me .
Messwellenlange: 271nm IPr
Eingesetzte Konzentrationen: 10-12mg/I
Messungen mit bovinem Serumalbumin:
< ABHANGIGE
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK;, pK, pK3 Proteinbindung pK;,
1 55,8 3,22 2,65 -—- 55,5 3,32
2 54,2 3,29 54,6 3,30
3 55,5 3,32 56,0 3,33
4 62,4 3,12 2,94 2,76 56,4 3,33
5 51,5 3,25 -—- - 51,6 3,25
6 64,5 3,48 -—- -—- 64,8 3,49
7 78,6 3,79 -—- -—- 69,9 3,59
8 74,8 3,70 -—- 58,5 3,37
9 73,4 3,66 -—- 66,8 3,53
Mittelwert 63,4 3,4 2,8 2,8 59,3 3,4
sdv 10,1 0,2 0,2 === 6,3 0,1
rel sdv [%] 15,9 7,00 7,42 == 10,6 3,42
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4.2.2.9 GB-AP 187

N-(6’-Benzothiazol)-6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinoliniumtetrafluoroborat
Summenformel: C2oH19N202SBF4

Molare Masse: 438,3 g/mol MeO o Me BF,
N
N
Messwellenlange: 270nm
Eingesetzte Konzentrationen: 10-12mg/I OMe Me N
5/
Messungen mit bovinem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK, pK, Proteinbindung pK; pK2
1 43.0 3.10 43.8 3.11
2 25.5 2.63 2.15 25.0 2.74
3 34.1 2.94 34.2 2.94
4 24.7 2.74 25.3 2.75
5 35.7 2.96 0.88 36.1 2.97
Mittelwert 32.6 2.9 1.5 32.9 2.9
sdv 7.7 0.2 0.9 8.0 0.2
rel sdv [%] 23.5 6.52 59.10 24.2 5.43
Messungen mit humanem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK;, pPK, Proteinbindung pK; pK,
1 27.0 2.79 27.3 2.80
2 38.1 3.01 26.3 2.77
3 40.9 3.06 37.7 3.00
4 30.4 2.86 37.3 3.00
5 31.8 2.89 32.2 2.90
6 36.2 2.98 374 3.00
7 36.5 2.98 38.2 3.01
8 48.9 2.98 2.81 47.7 3.18
9 48.3 3.19 48.0 3.19
Mittelwert 37.6 3.0 2.8 36.9 3.0 -
sdv 7.5 0.1 7.7 0.1 -
rel sdv [%] 20.1 3.95 20.8 4.88 -
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4.2.2.10

N-(3’,4’,5’-Trimethoxyphenyl)-6,8-dimethoxy-1,3-

GB-AP 189

dimethylisochinoliniumtrifluoroacetat

MeO

Summenformel: CosHosF3NO7

Molare Masse: 497,5 g/mol

Messwellenlange: 270nm

Eingesetzte Konzentrationen: 12-15mg/l

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

CFsCOO0
X Me
_N. OMe
OMe Me
OMe
OMe

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK, pK; Proteinbindung pPK, pK2
1 51.6 3.03 2.85 50.5 3.23
2 42.6 3.09 38.4 3.02
3 54.2 3.30 49.0 3.20
4 56.8 3.12 2.94 55.0 3.31
5 61.1 3.42 54.8 3.31
6 54.9 3.31 43.9 3.12
Mittelwert 53.5 3.2 2.9 48.6 3.2 -—-
sdv 6.2 0.2 0.1 6.5 0.1 -—-
rel sdv [%] 11.6 4.73 2.22 13.3 3.55 -—-

Messungen mit humanem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK; pPK, Proteinbindung pKj pK,
1 63.2 3.2344 3.0583 61.1 3.42 ---
2 55.5 3.3186 55.6 3.32
3 39.9 2.9757 2.2092 38.5 3.02 ---
4 49.4 3.1216 2.484 48.3 3.19 -—-
5 45.7 2.9248 2.7487 38.0 3.01 -
Mittelwert 50.7 3.1 2.6 48.3 3.2 ---
sdv 9.0 0.2 0.4 10.2 0.2 -
rel sdv [%] 17.7 5.36 13.84 21.2 5.67 -—-
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4.2.2.11 GB-AP 197

N-(4’-Ethylphenyl)-6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinoliniumtetrafluoroborat

Summenformel: Cs1H2aNO-BF4

MeO M '
Molare Masse: 409,2 g/mol IS e BF4

| .

N
Messwellenlange: 267nm
J OMe Me \©\/Me

Eingesetzte Konzentrationen: 10-12mg/I

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK;, pK, Proteinbindung pK;, pK2
1 61.4 3.20 3.03 61.4 3.42
2 58.0 3.36 58.1 3.36
3 51.1 3.16 2.45 50.5 3.23
4 54.3 3.23 2.46 53.8 3.29
5 43.7 2.92 2.66 43.7 3.11
6 62.8 3.45 61.8 3.43
7 44.7 3.13 44.6 3.13
8 46.1 3.15 46.1 3.15
Mittelwert 52.8 3.2 2.6 52.5 3.3
sdv 7.6 0.2 0.3 7.4 0.1
rel sdv [%] 14.3 4.94 10.17 141 3.97

4.2.3 Diskussion

Die Ergebnisse der Proteinbindungsbestimmungen der Naphthylisochinoline mit
bovinem Serumalbumin sind in Tabelle 5 zusammengestellt. Alle gezeigten Werte
entsprechen hierbei den Mittelwerten der Auswertungen nach dem unabhangigen
Bindungsmodell. Die erhaltenen Werte reichen von 32,6 % bei GB-AP 187 bis zu
692 % bei GB-AP 110. Die bei den Messungen erhaltenen
Standardabweichungen liegen im akzeptablen Bereich, auch wenn diese groer

sind als beispielsweise bei den Sartanen (s.4.1).
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Eine  Abhangigkeit zwischen gemessener Proteinbindung und dem
Substitutionsmuster der Naphthylischinoline kann nicht festgestellt werden. Tragen
die Substanzen lipophile, elektronenschiebende Substituenten, wie die Methyl-,
Ethyl- oder Isopropylgruppen bei GB-AP 101 (4’-Methyl: 61,2%), 107 (2',6'-
Dimethyl: 51,3%), 110 (4’-iso-Propyl: 69,2%), 186 (2’,4’-Di-iso-propyl: 63,4), 197
(4’-Ethyl: 52,8%) findet man ebenso wie bei den Substanzen GB-AP 89 (4’-Chlor:
63,0%), 104 (4’-N-Phenylacetamid: 56,4%), 149 (3’-Brom: 61,3%), die hydrophile,
elektronenziehende Substituenten besitzen, Proteinbindungen im Bereich von 50-
70 %. Auch innerhalb der einzelnen Substituentengruppen lasst sich keine
konkrete Tendenz im Bindungsverhalten feststellen. Warum die Substanzen GB-
AP 94 und 187 eine vergleichsweise niedrige Proteinbindung von 32,6 bzw. 35,7 %
besitzen, lasst sich aufgrund der Strukturmerkmale ebenfalls nicht schlissig

erklaren.

Tabelle 5: Proteinbindungen der gemessenen Naphthylisochinoline gegeniiber BSA

Substanz D;ri:at Protei?;i]ndung sdv
GB-AP 89 4'-Chlorphenyl- 63.0 5.4
GB-AP 94 3'-Methoxyphenyl- 35.7 7.4
GB-AP 101 4'-Methylphenyl- 61.2 9.4
GB-AP 104 | 4'-N'-Phenylacetamid- 56.4 2.0
GB-AP 107 | 2',6'-Dimethylphenyl- 51.3 10.9
GB-AP 110 4'-iso-Propylphenyl- 69.2 7.9
GB-AP 149 3'-Bromphenyl- 61.3 7.8
GB-AP 186 | 2',4'-Di-iso-propylphenyl- 63.4 10.1
GB-AP 187 6'-Benzothiazol- 32.6 7.7
GB-AP 189 | 3',4",5'-Trimethoxyphenyl- 53.5 6.2
GB-AP 197 4'-Ethylphenyl- 52.8 7.6
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Je nach Verfugbarkeit wurden einige der Naphthylisochinoline neben BSA
zusatzlich auch mit HSA untersucht. In Tabelle 6 werden die entsprechenden

Ergebnisse mit den Werten aus den Messungen mit HSA verglichen.

Tabelle 6: Vergleich der gegeniiber HSA und BSA erhaltenen Proteinbindungen

Proteinbindung [%)]
Substanz Dt:i:at HSA sdv BSA sdv
GB-AP 89 4'-Chlorphenyl- 68.5 8.3 63.0 5.4
GB-AP 101 4'-Methylphenyl- 63.7 11.1 61.2 9.4
GB-AP 107 2'6'-Dimethylphenyl- 67.6 9.4 51.3 10.9
GB-AP 187 6'-Benzothiazol- 37.6 7.5 32.6 7.7
GB-AP 189 | 3',4',5'-Trimethyoxyphenyl-|  50.7 9.0 53.5 6.2

Die gemessenen Proteinbindungen zu HSA und BSA liegen bei allen Substanzen
aulder GB-AP 107 in einem ahnlichen Bereich. Auch fir GB-AP 187 konnte mit den
HSA-Messungen der niedrige Proteinbindungswert der Versuche mit BSA bestatigt
werden. Bei GB-AP 107 hingegen wurde gegenuber HSA eine deutlich erhdhte
Proteinbindung gefunden. Wie schon in friheren Arbeiten nachgewiesen
wurde!'??™1 kénnen sich, trotz der hohen Ahnlichkeiten der beiden verwendeten
Albumine, vereinzelt Unterschiede im Ausmald der Proteinbindung ergeben. Die
Ergebnisse zeigen aber auch, dass es durchaus legitim ist, das wesentlich
preiswertere bovine Serumalbumin, als Alternative zu humanem Serumalbumin, zu

Screeningzwecken zu verwenden.

MeO XN Me
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™
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Abbildung 31: Strukturen der Naphthylisochinoline GB-AP 05 (links) und 143 (rechts)
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Die Proteinbindungen der Naphthylisochinoline GB-AP 05 und GB-AP 143 konnten
nicht effektiv bestimmt werden, da innerhalb der Messungen immer wieder starke
Schwankungen der Kurven auftraten (Abbildung 32). Eine Auswertung war daher
in den meisten Fallen unmoglich. So konnte fur GB-AP 05 nur eine verwertbare
Messung durchgefuhrt werden, die ermittelte Proteinbindung lag bei 70,0%
(PKa=3,59). Bei GB-AP 143 waren aufgrund der starken Schwankungen nur zwei
Versuche auswertbar. Fir die Proteinbindung wurde ein Mittelwert von 71,6%

erhalten, die Standardabweichung lag entsprechend bei 18,4.

" GB-AP 143 ;
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Abbildung 32: Schwankungen des Kurvenverlaufs bei Messungen von GB-AP 05 bzw. 143
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Technische Ursachen, wie inhomogenes Ruhren etc. kénnen als Ursachen fiur
diese Schwankungen ausgeschlossen werden. Falls eine Absorption der Stoffe an
die Ultrafiltrationsmembran der Grund flr das beobachtete Verhalten gewesen
ware, hatte ein Vergleich der Kurven ohne bzw. mit Membran entsprechende
Unterschiede zeigen mussen (s. 3.4.3.3). Im Gegensatz dazu zeigten die Kurven
mit bzw. ohne Ultrafiltrationszelle erhebliche Unterschiede (s. Abbildung 33). Der
wesentlich flachere Anstieg der Kurve mit Ultrafiltrationszelle deutet auf eine
Adsorption der Substanzen an die Plexiglasoberflache der Ultrafiltrationszelle hin.
(s.3.4.3.2)

Neben den Messungen mit BSA und HSA sollten einige Naphthylisochinoline
eigentlich auch noch mit humanem Plasma vermessen werden. Im Gegensatz zu
den Plasmamessungen mit den Sartanen (s. 4.1) traten hier allerdings Probleme
auf, so dass letztendlich keine verwertbaren Messungen durchgefuhrt werden
konnten. So war das in diesen Messungen verwendete Plasma nach dem
Auftauen deutlich getribt, teilweise waren sogar Schwebstoffe im Plasma zu
erkennen. Obwohl nach der Ublichen Filtration des Plasmas eine relativ klare
Losung erhalten wurde, konnte mit ihr keine Messung durchgefuhrt werden, da
nach der Injektion der Pumpendruck schnell stark anstieg, bis die Pumpe
automatisch abschaltete. Diese Beobachtung lasst auf ein Verstopfen der
Ultrafiltrationsmembran durch das Plasma schlieRen. Erfolgreiche Messungen mit
humanem Plasma sind also stark von der Qualitdt des verwendeten Plasmas

abhangig.
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Ergebnisse - Verdrangung aus der Proteinbindung

4.3 Verdrangung aus der Proteinbindung

4.3.1 Allgemeines

Wie in 1.2 beschrieben wurde, kann eine Erhéhung des freien, pharmakologisch
aktiven Anteils eines Wirkstoffes im Plasma direkte Auswirkungen auf die Starke
der Wirkung des Stoffes haben. Normalerweise fuhrt eine niedriger werdende
Proteinbindung, beziehungsweise ein grolier werdender freier Arzneistoffanteil nur
selten zu erhdhten Plasmaspiegeln, da ein Ansteigen der Plasmakonzentration
ublicherweise mit einer erhohten Ausscheidungsrate, einer verstarkten
hepatischen Metabolisierung oder einem groRer werdenden Verteilungsvolumen
einhergeht. Dennoch sollte eine Veranderung der Proteinbindung bei
Arzneistoffen, die eine geringe therapeutische Breite besitzen und zu den
sogenannten ,high extraction drugs* zahlen, beachtet werden.!*>¢!

Da eine Freisetzung des Arzneistoffes aus seiner Proteinbindung zum Beispiel
durch die Wechselwirkung mit anderen Arzneistoffen bedingt sein kann, ist dieses
Thema immer wieder Gegenstand von Untersuchungen. Klassisches Beispiel flr
eine solche Interaktion ist die Wechselwirkung zwischen dem Antikoagulans
Warfarin und dem nichtsteroidalen Antirheumatikum Phenylbutazon. Zwar kann in
diesem Fall bei gleichzeitiger Gabe beider Stoffe sowohl ein erhdhter
gerinnungshemmender Effekt, als auch eine verringerte Proteinbindung des
Warfarin!'?, festgestellt werden, dennoch beruht die gesteigerte Wirkung des
Antikoagulans primar auf pharmakodynamischen und, als Substrat fur Cytochrom
P450 2C9, auf metabolischen Prozessen.['**'* \Weitere Arbeiten zu diesem
Thema befassen sich aufgrund seiner geringen therapeutischen Breite ebenfalls
mit Warfarinl'4>146.147148.149 g vielen potentiellen Interaktionspartnern wie zum
Beispiel Indometacin, Ceftriaxon, etc. Aber auch fur diverse andere Stoffe wie
beispielsweise Glibenclamid,®® Colchicin,["*" Phenytoin,[*? Valproinsaure und

Carbamazepin,!">® Nelfinavirl"®* oder Propranolol"*® wurden Studien durchgefiihrt.
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Ergebnisse — Verdrangung aus der Proteinbindung

Die meisten der oben aufgefuhrten Arbeiten wurden mittels Gleichgewichtsdialyse
durchgefiihrt, zwei Ansétze verwendeten aber auch Ultrafiltrationsmethoden,!'*¢"°"]
welche den Vorganger der hier verwendeten Messanlage darstellt. Im Folgenden
sollte nun getestet werden, ob mit der vorhandenen, modifizierten Messanlage
ebenfalls Verdrangungen aus der Proteinbindung simuliert werden konnen. Die
Messanlage wurde flr diese Versuche zusatzlich mit einem Detektor ausgerustet,
der mehrere Wellenlangen gleichzeitig detektieren kann (s. 3.1.6). Dadurch ist es
moglich die beiden interagierenden Stoffe getrennt zu beobachten. Voraussetzung
hierfur ist, dass die Wellenlangen so gewahlt werden, dass jede Substanz einzeln
erfasst wird, die Absorptionsmaxima der Substanzen sollten also moglichst weit
auseinander liegen. Da der verdrangende Wirkstoff erst nach der Proteininjektion
im Versuch vorhanden ist, konnen die angezeigten Kurven nicht zur Auswertung

verwendet werden. Sie dienen nur zur Beobachtung des Versuchsverlaufs.

Phenylbutazon

Phenprocoumon

I

Absorption

210 230 250 270 290 310 nm

Wellenlange

Abbildung 34: UV-Spektrum von Phenprocoumon und Phenylbutazon[158]

Serumalbumin besitzt verschiedene Bindungsstellen fur Arzneistoffe. Die
Verdrangung einer Substanz aus seiner Proteinbindung ist prinzipiell nur dann
mdglich, wenn die interagierenden Wirkstoffe an derselben Bindungsstelle des
Albumins angreifen. Allerdings ist die Bindungsstelle einer Substanz am Albumin
nicht immer bekannt. Ein gezieltes Screening auf eine Interaktion dieser Art
gestaltet sich daher oft schwierig. Da Phenylbutazon und Phenprocoumon an

Bindungsstelle 1, die in der Subdomane IIA des Albumins liegt, binden (s.1.1.1),
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Ergebnisse - Verdrangung aus der Proteinbindung

wurden diese beiden Stoffe als Testsubstanzen ausgewahlt""'>'¥ Des Weiteren
bringen beide Substanzen ideale Voraussetzungen bezilglich der Lage ihrer
Absorptionsmaxima mit sich. Wie in Abbildung 34 zu sehen ist, liegen diese flr
Phenylbutazon bei 237nm bzw. bei 310nm far Phenprocoumon. Phenprocoumon
wurde bei einer Wellenlange von 330nm detektiert, so dass eine Storung durch

Phenylbutazon ausgeschlossen wird.
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4.3.2 Einzelmessungen

4.3.2.1 Phenprocoumon

Summenformel: C1gH1603

Molare Masse: 280,3 g/mol O OH
Messwellenlange: 330 nm
Eingesetzte Konzentrationen: 17-22 mg/l © CH
Literaturwerte: > 99,0% 1"°"1 (HSA), >99,0% ™ (Plasma)
Messungen mit bovinem Serumalbumin:
UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pPK;, pPK; pPK; PK,
1 98.5 4.98 4.19
2 98.5 4.97 4.14
3 99.3 5.31 4.46
4 99.2 5.16 4.72 3.76 2.96
5 99.2 4.99 4.81 4.64
6 98.8 5.08 4.24
7 98.8 5.10 4.15
8 99.0 5.18 4.33
9 99.3 5.28 4.56 3.59
10 99.0 5.16 4.41 3.11 2.93
Mittelwert 99.0 5.1 4.4 3.8 2.9
sdv 0.3 0.1 0.2 0.6 0.0
rel sdv [%] 0.3 2.3 5.4 16.9 0.9
ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN
Lauf Proteinbindung pK; pK, pK; pK,
1 98.7 5.09 3.95
2 98.6 5.06 3.94
3 99.2 5.33 4.44
4 99.2 5.30 4.64 3.79
5 98.7 5.11 4.94 4.34
6 98.8 5.12 4.19
7 98.9 5.18 3.96 3.46
8 99.2 5.29 4.05 3.62 3.44
9 99.3 5.40 4.47 3.57 3.32
10 99.1 5.26 4.34 3.43
Mittelwert 99.0 5.2 4.3 3.7 3.4
sdv 0.3 0.1 0.3 0.3 0.1
rel sdv [%] 0.3 2.3 7.8 9.1 2.5
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4.3.2.2 Phenylbutazon

Summenformel: C19H20N20O5

Molare Masse: 308,4 g/mol N—N

Messwellenlange: 246 nm
Eingesetzte Konzentrationen: 20-30 mg/I

Literaturwerte: 97,8-99,0% "*%(HSA) HC

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK; pPK, pK; pPK, pKs
1 99.4 5.47 3.90
2 99.1 5.23 4.08
3 99.3 5.10 4.93 4.07
4 99.3 5.13 4.93 4.05
5 99.6 5.55 5.02 4.12
6 99.2 5.16 4.71 3.59
7 99.0 5.15 4.40
8 99.0 5.09 4.62
9 98.9 5.18 3.40
Mittelwert 99.2 5.2 4.4 4.0 -—- -—-
sdv 0.2 0.2 0.6 0.2 - —
rel sdv [%] 0.2 3.1 12.4 6.2 - -—-

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK; pK, pK; pPK, pPKs
1 99.4 5.47 3.90
2 99.2 5.30 3.87 3.51
3 98.8 5.15 4.97
4 99.0 5.21 5.04
5 99.6 5.64 5.00 3.91 3.30 3.11
6 99.0 5.23 4.74
7 99.0 5.23 4.27 3.21
8 99.0 5.22 4.48
9 98.9 5.18 3.41
Mittelwert 99.1 5.3 4.4 3.5 - -—-
sdv 0.3 0.2 0.6 0.3 --- _—
rel sdv [%] 0.3 3.0 13.3 9.9 - —
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4.3.3 Verdrangungsexperimente

Zur Simulation der Verdrangung aus der Proteinbindung wurden zwei

verschiedene Versuchsansatze ausgewahlt, die im Folgenden erlautert werden.

4.3.3.1 Konkurrenz beider Arzneistoffe (Ansatz 1)

Im ersten Ansatz zur Simulation der Verdrangung aus der Proteinbindung wurde
wie ublich die Elutionskurve 5 bzw. die Spulkurve 6 (s. 3.4.3.3) aufgenommen, im
Anschluss das Protein injiziert und die Anlage mit Puffer gespult (Kurve 7, 3.4.3.4).
Im Gegensatz zum normalen Versuchsablauf wurde danach allerdings eine
Wirkstofflosung durch das System gepumpt, die zusatzlich zu dem zu messenden
Wirkstoff (Phenprocoumon) noch den entsprechenden Interaktionspartner
(Phenylbutazon) enthielt. Durch die Detektion des Phenprocoumon erhalt man so
die zweite zur Auswertung notwendige Wirkstoffkurve. Bei der UV-Detektion muss
die Detektionswellenlange so gewahlt werden, dass der zweite beteiligte Wirkstoff
nicht miterfasst wird, da dies die Messung entsprechend verfalschen wirde. Die
Absorptionsmaxima beider beteiligter Stoffe sollten folglich mdglichst weit
auseinander liegen, damit geeignete Wellenlangen zur Detektion vorhanden sind.
Die Einwaage von Phenprocoumon im Gemisch entsprach hierbei exakt der
Menge, die in der zuvor verwendeten ,einfachen® Wirkstofflésung enthalten war.
Die Konzentration der Phenylbutazonlosung lag im Bereich der Konzentrationen,
die auch bei den Einzelmessungen verwendet wurden (20-30 mg/l). Die Losung
enthielt dementsprechend beide Wirkstoffe in ahnlichen Konzentrationsbereichen,
die fur Phenprocoumon im Bereich von ca. 60—79 pmol/l und flr Phenylbutazon bei
65-97 ymol/l lagen.

Da beide Wirkstoffe gleichzeitig in die Ultrafiltrationszelle gepumpt werden,
entsteht in diesem Versuchsansatz eine direkte Konkurrenz um die
Bindungsstellen des Albumins. Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit den

Ergebnissen der Einzelmessungen des Phenprocoumon verglichen.
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Ergebnisse - Verdrangung aus der Proteinbindung

Abbildung 35: Schematische Darstellung des ersten Versuchsansatzes zur Simulation
der Verdrangung aus der Proteinbindung, das Protein wird hierbei mit beiden

Arzneistoffen gleichzeitig beladen.
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In den nachfolgenden Tabellen sind die Ergebnisse der Experimente, die mit dem
zuvor beschriebenen Versuchsansatz durchgefuhrt wurden, dargestellt. Alle

Messungen wurden mit bovinem Serumalbumin durchgefihrt.

Konkurrenzversuche - Messergebnisse von Phenprocoumon:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK; pPK; pPK; pPK,

1 97,0 4,69 3,67 ---

2 97,9 4,86 3,78 3,06

3 98,8 5,11 4,19 -

4 97,2 4,73 3,45 3,07

5 98,8 5,11 4,15 -—-
Mittelwert 98,0 4,9 3,8 3.1 ---
sdv 0,9 0,2 0,3 0,0 ---

rel sdv [%] 0,9 4,1 8,2 0,1 ---

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK; pK; pPKs pPK,
1 97,2 4,76 -—-
2 97,9 4,90 3,80 3,30
3 98,8 5,14 4,15 -
4 97,3 4,79 3,55 --—-
5 98,9 5,18 3,98 3,41 3,23
Mittelwert 98,0 5,0 3,9 3,4 3,2
sdv 0,8 0,2 0,3 0,1 ---
rel sdv [%] 0,8 4,0 6,6 2,2 -

Aus den erhaltenen Ergebnissen ist zu erkennen, dass die Proteinbindung des
Phenprocoumon mit 98,0% um 1,0% niedriger ausfallt, als in den
Einzelmessungen. Der freie Anteil des Antikoagulans hatte sich diesem Ergebnis
zu Folge also verdoppelt. Durch die, im Vergleich zu den Einzelmessungen des
Phenprocoumon, erhdhte Standardabweichung, ist die gemessene Veranderung
der Proteinbindung allerdings als nicht signifikant zu betrachten. Dennoch spiegelt
die hohere Standardabweichung den Einfluss des Phenylbutazon innerhalb der

Messungen wider.
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4.3.3.2 Verdrangung (Ansatz 2)

In Analogie zum ersten Versuchansatz verlauft auch hier die Messung bis zur
Proteininjektion nach dem Schema einer Standardmessung. Ist das Protein injiziert
und der Spulschritt nach der Injektion durchgefuhrt, wird der Versuch angehalten
und Phenylbutazon durch die Messanlage gepumpt. So erfolgt eine Bindung von
Phenylbutazon an das Albumin, das sich in der Ultrafiltrationszelle befindet. Es
wird solange Phenylbutazon geférdert, bis sich das ubliche Absorptionsplateau
eingestellt hat und die Anlage gesattigt ist. Der Absorptionsanstieg des
Phenylbutazon wird Uber die Anzeige am Detektor Uberwacht. Ist das
Absorptionsplateau erreicht, wird die Datenaufnahme wie Ublich fortgesetzt. Es
wird also Phenprocoumon in die Anlage gepumpt und so die zweite bendtigte
Absorptionskurve erhalten.

Im Vergleich zum ersten Modell hat das Plasmaprotein in diesem Versuchsansatz
schon vor der eigentlichen Messung der zweiten Elutionskurve einen Wirkstoff
gebunden. Daher beobachten wir hier keine Konkurrenz um die Bindungsstellen
des Albumins wie im vorherigen Ansatz, sondern eine direkte Interaktion zwischen
dem schon gebundenen und dem zweiten, zu messenden Wirkstoff.

Eine direkte Verdrangung des Phenprocoumon durch den Einfluss des
Phenylbutazon ist aus technischen Grinden auf diesem Wege nicht simulierbar,
da hierflir zuerst das Phenprocoumon am Albumin gebunden sein musste. Da das
Phenylbutazon nachgewiesenermaflen das Phenprocoumon aus der Protein-
bindung verdrangen kann, musste im Umkehrschluss die Bindung von
Phenprocoumon an Bindungsstellen, die von Phenylbutazon besetzt sind,
erschwert sein, was sich mit diesem Modell erkennen lasst.

Die gemessenen Proteinbindungen von Phenprocoumon wurden wiederum mit

den Ergebnissen aus den Einzelmessungen verglichen.
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Abbildung 36: Schematische Darstellung des zweiten Versuchsansatzes zur
Simulation der Verdréangung aus der Proteinbindung. Hierbei wird das Albumin zuerst

mit einem Arzneistoff gesattigt, bevor der zu vermessende zweite Stoff in die Anlage
gepumpt wird.
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In den nachfolgenden Tabellen sind die Ergebnisse der Experimente, die mit dem
zuvor beschriebenen Versuchsansatz durchgefuhrt wurden, dargestellt. Wie schon
im ersten Versuchsansatz lagen auch hier beide Wirkstoffe in nahezu aquimolaren
Konzentrationen vor. Wie in 4.3.3.1 beschrieben, lagen diese im Bereich von ca.

60-100 pmol/l. Als Protein wurde wiederum BSA verwendet.

Verdranqung - Messergebnisse von Phenprocoumon:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pPK;, pK; pPK; pPK,
1 97.5 4.51 4.23 4.06 3.75
2 96.1 4.34 4.16 3.66
3 96.8 4.38 4.20 4.00
4 96.7 4.35 4.17 3.99 3.23
5 96.4 4.33 4.16 3.93 2.84
6 96.1 4.34 4.16 3.68
7 95.2 4.18 4.01 3.83 2.97
Mittelwert 96.4 4.3 4.2 3.9 3.2
sdv 0.7 0.1 0.1 0.2 0.4
rel sdv [%] 0.7 2.2 1.7 4.1 12.5

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pPK;, pK; pPK; pPK,
1 97.1 4.74 4.48 3.86
2 94.9 4.49 4.31
3 96.6 4.68 4.23 3.59 3.19
4 96.3 4.64 4.30 3.57 3.40
5 95.8 4.59 4.28 3.43 3.25
6 95.8 4.58 4.14 3.32
7 94.4 4.45 4.16 3.33 3.15
Mittelwert 95.8 4.6 4.3 3.5 3.2
sdv 1.0 0.1 0.1 0.2 -
rel sdv [%] 1.0 2.2 2.7 5.8 ---

Die obigen Ergebnisse zeigen, dass die Proteinbindung des Phenprocoumon mit
96,4% um 2,6% niedriger liegt als bei den Einzelmessungen (s. 4.3.2.1). Damit
erhoht sich der freie Arzneistoffanteil von 1,0% auf 3,6%, es liegt also etwa 3,5mal
mehr freies Phenprocoumon vor. Analog zur gesunkenen Proteinbindung ist auch
der pKi-Wert, der der ersten Bindungskonstante entspricht (pK = log
(Bindungskonstante k)), von ursprunglich 5,1 auf 4,3 gefallen. Die

Standardabweichungen der Messungen sind auch hier leicht erhéht, dennoch ist
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der Abfall der Proteinbindung und die Interaktion mit Phenylbutazon in diesem
Modell deutlich zu erkennen.

Da die mittleren Plasmakonzentrationen der beiden Wirkstoffe unter
physiologischen Bedingungen bei 2-3 pg/ml fiir Phenprocoumon!'®"! bzw. bei ca.
40 pg/ml Phenylbutazon“ez] liegen, wurden in einem zweiten Ansatz Versuche mit
Ldosungen durchgefuhrt, deren Konzentrationen diesen physiologischen
Verhaltnissen entsprechen. Um Phenprocoumon im Ublichen Konzentrations-
bereich detektieren zu konnen, wurde die Konzentration der Losung nicht
verandert, sie lag weiter bei ca. 20 mg/l. Die Konzentration der
Phenylbutazonlésung wurde entsprechend angepasst, sie enthielt im zweiten
Ansatz ca. 400 mg/l Wirkstoff. In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse

der Versuche dargestellt.

Verdrinqung - Messergebnisse von Phenprocoumon bei physiologischen

Konzentrationsverhaltnissen:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK, pK; pPK; pPK,
1 92.9 3.96 3.78 3.60 3.43

2 93.1 3.97 3.80 3.62 3.44

3 94.4 412 3.95 3.77
4 94.2 4.06 3.89 3.71 3.45
5 92.9 3.96 3.78 3.61 3.43
6 92.0 3.90 3.72 3.55 3.37
Mittelwert 93.3 4.0 3.8 3.6 3.4
sdv 0.9 0.1 0.1 0.1 0.0
rel sdv [%] 1.0 2.1 2.1 2.3 0.9

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK; pK, pK; pK,
1 90.2 4.18 4.01
2 89.7 4.16 3.99
3 91.0 4.23 4.05
4 90.6 4.21 4.03 3.86
5 89.7 4.16 3.99 3.81
6 88.6 3.11 3.94
Mittelwert 90.0 4.0 4.0 3.8 -—-
sdv 0.9 0.4 0.0 0.0 -
rel sdv [%] 0.9 11.0 1.0 0.8 -—-
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Im Vergleich zu den Einzelmessungen (s. 4.3.2.1) sank die Proteinbindung des
Phenprocoumon unter physiologischen Konzentrationsverhaltnissen beider
Interaktionspartner um 5,7% auf 93,3%. Dementsprechend vergroRerte sich der
frei vorliegende Anteil des Phenprocoumon also von 1% auf 6,7%. Gegenulber den
vorangegangenen Versuchen, in denen nahezu &quimolare Konzentrationen
beider Interaktionspartner verwendet wurden, fuhrte der Einfluss der hohen
Phenylbutazonkonzentration also zu einer zusatzlichen Verringerung der
Proteinbindung um ca. 3%. Gegenuber den Einzelmessungen ist die
Standardabweichung der Versuche erneut leicht erhoht. Die stark erhohte
Phenylbutazonkonzentration  zeigt  diesbezuglich aber keine  weiteren

Auswirkungen.

Um zu Uuberprifen, ob auch ein Einfluss des Phenprocoumons auf die
Proteinbindung des Phenylbutazon zu verzeichnen ist, wurden mit diesem Ansatz
auch Messungen mit Phenylbutazon durchgefihrt. Dementsprechend wurde das
bovine Serumalbumin hier zuerst mit Phenprocoumon beladen, bevor der Versuch
wie beschrieben mit Phenylbutazon fortgeflihrt wird. Die in der nachfolgenden
Tabelle dargestellten Ergebnisse dieses Ansatzes zeigen, dass sich die
Proteinbindung des Phenylbutazon innerhalb der Verdrangungsexperimente nur
unerheblich verandert hat. Verglichen mit den Einzelmessungen (99,2%, s.
4.3.2.2), verringerte sich die Proteinbindung des Phenylbutazon nur um 0,3%. Die
erhaltenen Bindungskonstanten zeigten ebenfalls keine Veranderung. Das
Phenprocoumon scheint also keinen Einfluss auf die Proteinbindung des
Phenylbutazon zu haben. Auch die, gegenuber den Einzelmessungen, nahezu
identischen Standardabweichungen (0,2-0,3) lassen nicht darauf schlieRen, dass
das Phenprocoumon innerhalb der Messungen eine Auswirkung auf die

Proteinbindung des Phenprocoumon hatte.
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Verdrangung - Messergebnisse von Phenylbutazon:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung PK4 pPK; pPK;
1 99.0 5.17 4.27
2 98.7 5.07 4.09
3 99.0 5.15 4.44
4 99.3 5.36 4.21
5 98.7 5.01 4.31
6 99.0 5.16 4.24
7 98.6 4.95 4.40
8 99.2 5.23 4.51
Mittelwert 98.9 5.1 4.3
sdv 0.3 0.1 0.1
rel sdv [%] 0.3 2.5 3.2 -

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK; pK, pK;

1 99.0 5.24 4.09 3.61

2 98.7 5.12 4.01 3.18

3 99.0 5.24 4.28 3.40

4 99.1 5.27 4.18 3.39

5 98.7 5.09 4.23

6 98.9 5.18 4.23

7 98.5 5.03 4.32

8 99.1 5.27 4.47
Mittelwert 98.9 5.2 4.2 3.4
sdv 0.2 0.1 0.1 0.2
rel sdv [%] 0.2 1.7 3.4 5.2

4.3.4 Diskussion

Innerhalb der beiden Versuchsansatze sollte geklart werden, ob es mit der
vorhandenen Messanlage mdglich ist, die Verdrangung eines Wirkstoffes aus der

Proteinbindung zu simulieren.
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Abbildung 37: Ubersicht der Ergebnisse der beiden Versuchsansitze zur Simulation der

Verdrangung aus der Proteinbindung

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Versuche sind in Abbildung 37 nochmals
graphisch dargestellt. Mit der ersten Methode (Konkurrenz um die Bindungsstellen)
konnte zwar eine geringe Abnahme der Proteinbindung des Phenprocoumon
beobachtet werden, die Veranderung war allerdings nicht signifikant. Die
Experimente des zweiten Versuchsansatzes ergaben deutlichere Ergebnisse, der
freie Anteil des Phenprocoumon erhohte sich hier um den Faktor 3,5 unter
physiologischen Konzentrationsverhaltnissen sogar um den Faktor 6,5. Auch die
gesunkenen pK-Werte von Phenprocoumon und die Standardabweichungen der
Ergebnisse, die in beiden Ansatzen leicht erhdoht waren, sprechen fur die
vorhandene Interaktion.

Untersuchungen von Schmidt'®®! ergaben eine Erhéhung der freien Konzentration
von Phenprocoumon um den Faktor 1,7 bei In-vitro- (Gleichgewichtsdialyse), bzw.
und den Faktor 2,5 bis 3 bei In-vivo-Experimenten. Der ungebundene Anteil von
Warfarin, ein dem Phenprocoumon strukturell sehr ahnliches Antikoagulans,

erhdhte sich unter dem Einfluss von Phenylbutazon um den Faktor 2.1'**! In einer
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weiteren Arbeit von Diana wurde ebenfalls die Interaktion zwischen Warfarin und
Phenylbutazon in vitro untersucht. Hierbei erhohte sich der freie Anteil des
Warfarin von 2.5-6,0% auf 23-43%.!""1 Auch diese beiden Arbeiten wurden mittels
Gleichgewichtsdialyse durchgefihrt. In allen Experimenten kamen physiologische
Dosen der jeweiligen Wirkstoffe zum Einsatz. Die Ergebnisse der verschiedenen
Arbeiten deuten darauf hin, dass die freie Konzentration, die sich aus solch einer
Interaktion ergibt, offensichtlich starken Schwankungen unterliegt.

Auch mit Hilfe der kontinuierlichen Ultrafiltration ist es also grundsatzlich mdglich
eine Interaktion, wie die Verdrangung eines Arzneistoffes aus seiner
Proteinbindung, zu simulieren. Hierflr sollten die an der Interaktion beteiligten
Wirkstoffe in physiologischen Verhaltnissen eingesetzt werden. Grund-
voraussetzung fur diese Art der Simulation ist allerdings, dass die
Absorptionsmaxima der beiden an der Interaktion beteiligten Wirkstoffe mdglichst
weit auseinander liegen, damit eine getrennte Messung Uberhaupt mdglich ist. Da
dies in vielen potentiellen Interaktionsfallen vermutlich nicht der Fall sein wird, ist

der Einsatz dieser Methoden vermutlich nur selten moglich.
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4.4 Wasserunlosliche Wirkstoffe

4.4.1 Allgemeines

Aufgrund der Verwendung der Albumine ist das Arbeiten in wassrigem Medium
eine Grundvoraussetzung flr eine erfolgreiche Proteinbindungsbestimmung.
Organische Ldsungsmittel kdnnten das Protein denaturieren und eine Messung
unmoglich machen. Dementsprechend waren alle bisher gemessenen Stoffe
zumindest in geringem Mal wasserldslich.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit sollte die Proteinbindung von Protease-
Inhibitoren, die in der Arbeitsgruppe von Prof. Schirmeister synthetisiert wurden,

vermessen werden. [164.169]

N N
334 C 112 C

Abbildung 38: N-Acylierte Aziridin-2,3-dicarboxylate als potentielle Protease-
Inhibitoren

Die Verbindungen (s. Abbildung 38) bestehen aus einem Aziridinring, der am
Stickstoff acyliert und in 2- und 3-Position mit Estern substituiert ist. Je nach Art
der Substitution weisen sie verschiedene Aktivitaten gegen Cystein-Proteasen aus

166]

Trypanosoma brucei’®, Leishmania major'®”! oder Plasmodium falciparum!'®®
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auf. Unglucklicherweise sind die Aziridine wasserunloslich. Das einzige
Ldsungsmittel, in dem die Wirkstoffe gut I6sbar sind, ist Dimethylsulfoxid (DMSO).
DMSO ist ein mit Wasser mischbares, organisches Losungsmittel, das haufig zur
Lésung sonst schwerldslicher Substanzen verwendet wird. In vielen Bereichen der
Wissenschaften dient es mittlerweile als eine Art Standardldsungsmittel, das auch
in Gegenwart von Proteinen verwendet werden kann. Dennoch ist zu beachten,
dass DMSO unterschiedliche Effekte auf Proteine haben kann. So kann DMSO
Proteine nicht nur denaturieren!’®®'7%1"1l ‘sondern beispielsweise auch Enzyme wie
Alkoholdehydrogenasen!'’?""®linhibieren. Schon in niedrigen Konzentrationen (z.B.
< 10% V/V) koénnen Proteine vom DMSO entsprechend negativ beeinflusst
werden.""4179]

Im Folgenden wurde getestet, ob mit der kontinuierlichen Ultrafiltration auch
wasserunlosliche Stoffe wie die Aziridine zuverldssig vermessen werden kdnnen.
Dazu wurden verschiedene Testsubstanzen, von denen die Proteinbindung
bekannt war, in DMSO geldst, anschlieRend mit Phosphatpuffer verdiinnt und die
Proteinbindung an BSA bestimmt. Die Wirkstoff-Pufferldsungen hatten einen
DMSO-Gehalt von 1-10%. Um einen moglichen Einfluss des DMSO auf das
Protein erkennen zu kdnnen, wurden die erhaltenen Ergebnisse mit den bekannten
Literaturwerten verglichen. Die Testsubstanzen wurden so ausgewahlt, dass sie
den gesamten Proteinbindungsbereich von niedrig- bis hochbindend abdecken, um

einen Uberblick Uiber den potentiellen Einfluss des DMSO zu erhalten.

Tabelle 7: Ubersicht der Substanzen, die mit DMSO-Zusatz vermessen wurden

Substanz Proteinbindung [%]
Candesartan 98,9% (BSA, s.4.1.2)

Cinoxacin 66,9% =+ 4,2 %2 66 9% "(jeweils BSA)

Ofloxacin 55,5% + 7,8 ['?2: 56 8% ['*ljeweils BSA)
Levofloxacin 48,8% + 8,0 1'%2: 38,9% ['"*ljeweils BSA)

18,7% "(BSA); 21,9% + 4,1
Ciprofloxacin 176
78l Plasma)

108



Ergebnisse - Wasserunlésliche Wirkstoffe

Im Anschluss wurde mit Hilfe von DMSO die Proteinbindung von vier Aziridinen
bestimmt. Der Ubersichtlichkeit halber sind im nachfolgenden Ergebnisteil nur die
Resultate flr das unabhangige Bindungsmodell angegeben. Alle Ergebnisse sind

wiederum auf ein Wirkstoff-Protein-Verhaltnis von 0,001 bezogen.

4.4.2 Candesartan

Struktur, allgemeine Angaben etc. s. 4.1.2
Proteinbindung ohne DMSO: 98,9% (BSA)

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

Proteinbindung Candesartan
Gehalt DMSO [%]

Lauf 1 2 3 4 5 10
1 98.6 97.9 97.2 96.9 96.4 93.7
2 98.3 98.3 97.4 97.2 96.1 92.1
3 98.7 97.6 96.8 96.6 96.5 94.5
4 98.5 97.8 97.2 96.7 96.2 94.2
5 98.6 98.1 96.7 96.8 96.7 93.0
6 --- - --—- -—- -—- 94.4
Durchschnitt 98.5 97.9 97.1 96.9 96.4 93.6
sdv 0.17 0.28 0.27 0.23 0.21 0.96
rel sdv [%] 0.17 0.29 0.28 0.24 0.22 1.02

Durchschnittliche Bindungskonstanten
Gehalt DMSO [%]

1 2 3 4 5 10
pK; 50+£01 | 48202 | 47+03 | 46202 | 46+02 | 41+£0.2
pK, 45+01 | 44+02 | 43+02 | 43+03 | 42+04 | 3.9+04
pK; 37+02 | 35+04 | 36+01 | 3.5+06 | 3.6+0.3 | 3.5+0.5

Die oben dargestellten Ergebnisse aus den Experimenten mit Candesartan zeigen
eine gute Korrelation zwischen der DMSO-Konzentration der Wirkstofflosung und
dem Abfall der ermittelten Proteinbindung. Die Standardabweichungen blieben
innerhalb der unterschiedlichen Versuchsansatze auf einem einheitlichen Niveau.
Einzig beim Zusatz von 10% DMSO ist die Standardabweichung der Messungen
erhoht.

109



Ergebnisse — Wasserunldsliche Wirkstoffe

In Abbildung 39 sind die erhaltenen Ergebnisse nochmals graphisch dargestelit.
Durch lineare Regression erhalt man einen ,0%-Wert“ von 99,0%. Dieser Wert
zeigt eine gute Ubereinstimmung mit dem Messergebnis ohne den Zusatz von
DMSO (m = 98,9%).

100.0

9.0 | y=-0.5316x + 98.953
N e R?=0.9922
98.0

97.0 .

96.0

95.0

Proteinbindung [%]

94.0
T~

930 T T T T T T T T T

DMSO [%]

Abbildung 39: Proteinbindung von Candesartan in Abhédngigkeit von der DMSO-

Konzentration; m = Proteinbindungswert ohne DMSO (s.4.1.2)
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4.4.3 Ofloxacin

Summenformel: C4gHoFN3O4

Molare Masse: 361,4 g/mol OH
N N
Messwellenlange: 335 nm I\Q OJ\
Eingesetzte Konzentrationen: 18 -22 mg/l H3C/ CH
Proteinbindung ohne DMSO: 55,5% # 7,8 "% 56,8% ['"*"l(jeweils BSA)

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

Proteinbindung Ofloxacin
Gehalt DMSO [%]

Lauf 1 2 3 4 5 10
1 56.4 38.9 43.3 417 52.3 54.1
2 46.4 34.8 48.7 69.6 55.3 52.6
3 65.2 61.9 32.0 51.6 55.9 39.0
4 52.8 50.6 39.5 58.7 58.3 40.6
5 53.9 39.3 31.6 56.2 68.4 50.0
Durchschnitt 54.9 45.1 39.0 55.6 58.0 47.2
sdv 6.85 11.04 7.38 10.19 6.18 7.02
rel sdv [%] 12.48 24.47 18.90 18.34 10.66 14.85

Durchschnittliche Bindungskonstanten
Gehalt DMSO [%]

1 2 3 4 5 10
pK, 33+01 | 33+01 | 3.0+x03 | 29+01 | 3.3+0.3 | 3.3+£0.1
pK, 26+02 | 26+03 | 26+01 | 25+0.2 | 22+0.7 | 25+0.8

Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den Messungen mit Candesartan konnte
bei den Experimenten mit Ofloxacin keine Korrelation zwischen DMSO-Gehalt und
Proteinbindung festgestellt werden. Bei einem DMSO-Anteil von 1-3% sinkt die
Proteinbindung zwar kontinuierlich, allerdings konnte diese Tendenz bei den
Ansatzen mit 4, 5 und 10% DMSO nicht bestatigt werden. Im Vergleich zu den
anderen Ansatzen, bei denen die Standardabweichungen in einem normalen
Bereich liegen, sind diese bei 2 und 4% DMSO-Zusatz leicht erhdht.
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Abbildung 40: Proteinbindung von Ofloxacin in Abhéangigkeit von der DMSO-Konzentration;
= = Proteinbindungswert ohne DMSO (s.4.5.3)

Die Mittelwerte liegen, bis auf den Ansatz mit 3% DMSO, alle im Bereich des
angegebenen Literaturwertes. Dementsprechend ergibt die Extrapolation durch die
Mittelwerte, mit einem Wert von 50,2%, auch hier eine relativ gute

Ubereinstimmung mit dem Messwert ohne DMSO.
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4.4.4 Levofloxacin 0] 0

Summenformel: C1gH20FN304
Molare Masse: 361,4 g/mol hN N

Messwellenlange: 335 nm

Eingesetzte Konzentrationen: 16 -24 mg/l
Proteinbindung ohne DMSO: 49,0% + 8,2 '?2: 38,9% ["*ljeweils BSA)

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

Proteinbindung Levofloxacin
Gehalt DMSO [%]

Lauf 1 2 3 4 5 10
1 54.4 44.5 55.8 63.9 31.9 61.8
2 48.7 37.7 38.2 43.5 48.0 61.4
3 68.8 45.6 40.5 53.6 47.7 61.4
4 61.7 36.6 61.4 38.5 52.1 44.1
5 61.0 45.7 49.0 52.1 52.2 67.7
Durchschnitt 58.9 42.0 49.0 50.3 46.4 59.3
sdv 7.67 4.49 9.88 9.82 8.37 8.90
rel sdv [%] 13.02 10.70 20.18 19.51 18.05 15.02

Durchschnittliche Bindungskonstanten
Gehalt DMSO [%]

1 2 3 4 5 10
pK, 34+02 | 30+01 | 3.2+02 | 3.1+01 | 3.0+0.1 | 3.3+£0.3
pK, 1.6 2005 [ 22+01 | 28+03 | 26+0.2 | 27+0.3

Wie zu erwarten spielt die Chiralitit der Substanzen hier keine Rolle,
dementsprechend war auch bei Levofloxacin kein Zusammenhang zwischen
Proteinbindung und DMSO-Konzentration der Wirkstoffloung zu erkennen. Die
Mittelwerte schwanken hier zwischen 42,0% (2% DMSO) und 59,3% (10% DMSO).
Somit liegen auch hier die meisten erhaltenen Ergebnisse in einem Bereich, der

dem Literaturwert entspricht. Der ,0%-Wert* aus der Extrapolation durch die
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Mittelwerte (s. Abbildung 41) ergibt sich zu 47,6%, was dem Literaturwert von

49,0% erneut sehr nahe kommt.

100.0
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0

Proteinbindung [%]

10.0

0.0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

DMSO [%]

Abbildung 41: Proteinbindung von Levofloxacin in Abhédngigkeit von der DMSO-
Konzentration; m = Proteinbindungswert ohne DMSO (49,0% s. [122])
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4.4.5 Cinoxacin

Summenformel: C412H1oN2Osg

Molare Masse: 262,2 g/mol

Messwellenlange: 340 nm

Eingesetzte Konzentrationen: 18 -20 mg/l

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

o o

HO O
|
DO
HC)

Proteinbindung ohne DMSO: 66,9% + 4,2 '?1 (BSA); 65% - 71 '"""1 (Plasma)

Proteinbindung Cinoxacin

Gehalt DMSO [%]

Lauf 1 3 5 10
1 70.2 64.7 71.3 75.7
2 72.8 64.4 52.3 52.8
3 80.7 63.9 52.4 71.5
4 78.3 52.7 52.8 74.6
5 56.5 53.0 52.8 75.3
6 77.8 74.4 63.0 74.5
7 79.7 73.8 52.2 65.1
8 74.7 53.8 69.4 58.2
Durchschnitt 73.8 62.6 58.3 68.5
sdv 7.87 8.80 8.31 8.84
rel sdv [%] 10.66 14.06 14.26 12.91

Durchschnittliche Bindungskonstanten

Gehalt DMSO [%]

1 3 5 10
pK; 3.7+x0.2 35+03 3.3+£0.2 3.5+£0.2
pK, 3.1+0.2 26+0.3 21+04 3.3+0.0

Da die Veranderung der Proteinbindung in den Experimenten mit Ofloxacin und
Levofloxacin keine durchgangige Tendenz zeigte, wurden bei den Messungen mit
Cinoxacin und Ciprofloxacin (s. 4.4.6) nur noch die Versuchsansatze mit 1, 3, 5
und 10% DMSO durchgefuhrt.
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Abbildung 42: Proteinbindung von Cinoxacin in Abhéngigkeit von der DMSO-Konzentration;
m = Proteinbindungswert ohne DMSO (66,9% s. [122])

Von 1-5% DMSO-Gehalt wurde hier eine stetig abfallende Proteinbindung
vermessen. Der Wert, der aus den Ansatzen mit 10% DMSO erhalten wurde,
konnte diese Tendenz allerdings nicht bestatigen. Die Standardabweichungen der
einzelnen Ansatze lagen im normalen Bereich. Die lineare Regression ergab den
Schnittpunkt mit der y-Achse zu 67,1%, was dem Proteinbindungswert ohne den
Zusatz von DMSO (66,9%) entspricht.
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4.4.6 Ciprofloxacin

Summenformel: C47H1sFN3O3 OH

Molare Masse: 331,4 g/mol
hN N

NN

Messwellenlange: 325 nm

Eingesetzte Konzentrationen: 18 -22 mg/l
Proteinbindung ohne DMSO: 18,7% "*"(BSA); 21,9% + 4,1 '""®}(Plasma)

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

Proteinbindung Ciprofloxacin
Gehalt DMSO [%]

Lauf 1 3 5 10
1 20.4 32.3 37.9 32.7
2 38.6 30.2 37.0 32.7
3 15.4 38.3 29.1 31.7
4 14.3 40.2 28.0 30.5
5 15.6 32.6 12.5 224
6 271 32.7 12.9 24.2
7 27.4 42.6 17.2 37.4
8 === 27.7 17.4 --—-
Durchschnitt 22.7 34.6 24.0 30.2
sdv 8.88 5.20 10.35 5.22
rel sdv [%] 39.12 15.04 43.12 17.28

Durchschnittliche Bindungskonstanten
Gehalt DMSO [%]

1 3 5 10
pK, 24%03 2.8£0.1 25+0.3 26+£0.2
pK, 21£02 25+0.2 2.1£0.1 2.4+0.1
pK, 1.8%0.1 2.0 2.0

Im Gegensatz zu allen anderen vermessenen Stoffen wurden bei den Messungen
mit Ciprofloxacin in allen vier Ansatzen Proteinbindungswerte erhalten, die den
Literaturwert Ubertreffen. Bei den anderen Stoffen war die erhaltene

Proteinbindung nach dem DMSO-Zusatz meist erniedrigt. Unabhangig davon
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waren die Ergebnisse der einzelnen Ansatze relativ schwankend, die Mittelwerte
bewegten sich zwischen 22,7% (1% DMSO) und 34,6% (3% DMSO). Dennoch

ergab die Extrapolation mit 25,8% bei 0% DMSO wiederum eine relativ gute

Naherung zu den Literaturwerten, die mit 18,7% bzw. 21,9% notiert sind.

Proteinbindung [%]

70.0

60.0

y=0.4269x + 25.846

50.0

40.0 -
30.0 -

20.0

10.0 -

0.0

5
DMSO [%]

Abbildung 43: Proteinbindung von Ciprofloxacin

in Abhéangigkeit von der DMSO-

Konzentration; m = Proteinbindungswert ohne DMSO (18,7% s. [141])
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4.4.7 Aziridine

4.47.1112¢C j/ ! o7L

ey

Summenformel: Cz4H43N30g

o)
N
Molare Masse: 621,7 g/mol C/’-—_\’//O
N
Messwellenlange: 242 nm OW/Q/,,,(\O/Q

Eingesetzte Konzentrationen: 20-25 mg/l o) o)
DMSO-Konzentration der Wirkstofflosung: 4%

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK;, pPK, pPK;
1 23.8 2.72
2 31.4 2.67 2.47
3 42.6 3.09

4 24.3 2.40 2.23 2.05
Mittelwert 30.5 2.7 2.3 2.1
sdv 8.7 0.3 0.2
rel sdv [%] 28.6 10.4 7.2

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung PK4 pPK, pPK;
1 24.5 2.7327
2 27.5 2.8008
3 41.4 3.071
4 19.6 2.6099
Mittelwert 28.2 2.8
sdv 9.3 0.2 - —
rel sdv [%] 33.1 7.0
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44.7.2334C

Summenformel: C31H37N3Og

Molare Masse: 579,7 g/mol

Messwellenlange: 254 nm
Eingesetzte Konzentrationen: 20-25 mg/I
DMSO-Konzentration der Wirkstofflosung: 4%

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

H

1
Kfo

N

N
OW(Q
O

de

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pPK; pPK,
1 19.8 2.39 2.22
2 33.2 2.92
3 46.6 3.16
4 22.5 2.46 2.29
Mittelwert 30.5 2.7 2.3
sdv 12.2 0.4 0.1
rel sdv [%] 40.0 13.5 2.2

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pPK, pPK;
1 18.8 2.59
2 33.2 2.92
3 46.0 3.15
4 18.9 2.59
Mittelwert 29.2 2.8
sdv 13.1 0.3
rel sdv [%] 44.7 9.8 -
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4.4.8 Diskussion

Obwohl bekannt ist, dass DMSO Proteine denaturieren kann, wird DMSO in vielen
Bereichen der Naturwissenschaften als eine Art Standardldsungsmittel verwendet.
DMSO kann allerdings nicht nur in hohen Konzentrationen Auswirkungen auf
Proteine haben. Wie Yang zeigen konnte, hatten schon 2,5% (V/V) DMSO einen
Einfluss auf die strukturellen Eigenschaften der NAD*-Synthetase sowie auf deren
Gleichgewicht zwischen Monomer und Dimer.['
Effekte auf das Enzym PFKFB1 (6-Phosphofructo-2-kinase/Fructose-2,6-
bisphosphatase 1) bzw. auf den Rezeptor des menschlichen Wachstumshormons
Somatotropin (hGHpb) bei DMSO-Konzentrationen von 0,5-2% (V/V) feststellen.

Auch die Bindungsaffinitdt von Liganden an hGHpb wurde durch niedrige DMSO-

Tjernberg konnte ahnliche

Anteile  herabgesetzt.'"™  Papadopoulou  untersuchte innerhalb ihrer
fluoreszenzspektroskopischen Versuche den Einfluss von DMSO auf BSA. Bei
einem DMSO-Gehalt der Substanzlésungen von 10% konnte keine Effekte auf das
Protein festgestellt werden.!'"®!

Im Vergleich hierzu, fuhrte der Zusatz von DMSO zu den Substanzldsungen bei
der Bestimmung der Proteinbindung zu unterschiedlich stark schwankenden
Mittelwerten innerhalb der einzelnen Ansatze. Abgesehen von den Versuchen mit
Candesartan konnte keine lineare Korrelation zwischen DMSO-Gehalt und
erhaltener Proteinbindung festgestellt werden. Bei allen anderen Messserien war
keine kontinuierliche Tendenz bezuglich der Veranderung der Proteinbindung
festzustellen. Die erhaltenen Mittelwerte der einzelnen Ansatze schwankten
unabhangig von der DMSO-Konzentration in unterschiedlichem Ausmall um die
Referenzwerte. In den meisten Fallen lagen die erhaltenen Mittelwerte aber in
einem Bereich, der den Werten ohne DMSO-Zusatz entsprach. Trotz der
schwankenden Mittelwerte, zeigten die Standardabweichungen, die in allen Fallen
im akzeptablen Bereich lagen, eine gute Reproduzierbarkeit. Betrachtet man die
Ergebnisse Uber den gesamten Bereich der DMSO-Konzentrationen von 1-10%,

ergibt eine Extrapolation auf den 0%-Wert in allen Fallen eine sehr gute
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Ubereinstimmung mit den Literaturwerten. Dementsprechend kann also die
Proteinbindung von wasserunldslichen Substanzen trotz des Einflusses des DMSO
mit relativ hoher Genauigkeit bestimmt werden. Da der Einfluss des DMSO auf das
verwendete Albumin aber auch bei niedrigen DMSO-Anteilen nicht auszuschlieRen
ist, sollten nach Madglichkeit Messungen mit verschiedenen DMSO-Anteilen
durchgefuhrt werden, um den Bereich der Proteinbindung des jeweiligen Stoffes
am besten bestimmen zu kdnnen.

Die Proteinbindungen der vermessenen Aziridine lagen beide im mittleren Bereich

von etwa 30%.
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4.5 NMR-Diffusions- und Relaxationsexperimente zur Be-
stimmung der Proteinbindung im Vergleich mit der

kontinuierlichen Ultrafiltration

4.5.1 Allgemeines

Neben den klassischen Methoden, die zur Bestimmung der Proteinbindung
verwendet werden, kann auch die NMR-Spektroskopie zur Beschreibung von
Wirkstoff-Protein-Interaktionen herangezogen  werden. Da  sich der
Diffusionskoeffizient eines Wirkstoffes bei der Bindung an ein Makromolekl, wie
beispielsweise Albumin, verandert, konnen Diffusionsmessungen zur Ermittlung

n.'971%8  Neben den

der Dissoziationskoeffizienten = verwendet  werde
Diffusionsmessungen kann die Bestimmung der Relaxationszeit T4 ebenfalls zur
Charakterisierung von Wechselwirkungen zwischen Wirkstoff und Protein
eingesetzt werden.!"®!

In diesem Zusammenhang wurden in unserer Arbeitsgruppe mittels NMR-
Spektroskopie Proteinbindungsstudien mit drei Gyrasehemmern, Nalidixinsaure,
Ofloxacin und Gatifloxacin durchgefiihrt.''? Die Dissoziationskonstanten kp
bezuglich BSA wurden mit T-Relaxationsmessungen und Diffusionsmessungen
bestimmt. Zusatzlich wurden mit den Relaxationsmessungen noch die
Affinitatsindices der Substanzen bestimmt. Um die so erhaltenen Daten mit einer
zweiten Methode zu vergleichen, wurde die Proteinbindung der drei Wirkstoffe
ebenfalls mit der kontinuierlichen Ultrafiltration bestimmt, die Gegenstand dieser

Arbeit ist.
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4.5.2 Nalidixinsaure

Summenformel: C12H1oN>O3

Molare Masse: 232,2 g/mol

Messwellenlange: 334 nm

Eingesetzte Konzentrationen: 13-16 mg/I
Literaturwerte: 94,4% + 2,7 1'% (BSA), 93,0 -96,0% ['""! (Plasma)

Messungen mit bovinem Serumalbumin:
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UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pPK4 pPK,
1 94.3 443 2.83
2 96.5 4.63 3.46
3 97.3 4.77 3.26
4 98.2 4.96
5 96.2 4.62 2.89
6 99.1 5.25
7 97.7 4.85
8 94.2 4.40 3.27
9 93.3 4.35 3.01
Mittelwert 96.3 4.7 3.1
sdv 2.0 0.3 0.2
rel sdv [%] 21 6.3 7.9

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK; pK;
1 94.0 4.42 3.05
2 96.2 4.62 3.58
3 97.5 4.82
4 98.1 4.93
5 95.2 4.63 2.87
6 98.2 4.95
7 97.3 4.78
8 94.8 4.48
9 92.8 4.33 3.22
Mittelwert 96.0 4.7 3.2
sdv 1.9 0.2 0.3
rel sdv [%] 2.0 4.8 9.5
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4.5.3 Ofloxacin

Struktur, allgemeine Angaben etc. s 4.4.3
Proteinbindung ohne DMSO: 55,5% # 7,8 "% 56,8% ['"*"l(jeweils BSA)

Messungen mit bovinem Serumalbumin:

UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pPK, pK;

1 49.0 3.20

2 59.5 3.39

3 55.6 3.20 2.71

4 60.1 3.18 3.00

5 47.6 3.07 2.53

6 47.1 2.95 2.77

7 46.4 3.14 1.84

8 61.4 3.40 2.13

9 61.1 3.39 2.25
Mittelwert 54.2 3.2 2.5
sdv 6.6 0.2 0.4
rel sdv [%] 12.1 4.8 16.5

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pPK4 pPK,
1 48.7 3.20
2 58.8 3.38
3 55.6 3.26
4 60.7 3.41
5 46.6 3.16
6 45.6 3.15
7 46.6 3.16
8 61.4 3.42
9 61.2 3.42
Mittelwert 53.9 3.3
sdv 6.9 0.1
rel sdv [%] 12.8 3.7 ---
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4.5.4 Gatifloxacin

Summenformel: C9H2oFN3O4

Molare Masse: 375,4 g/mol

Messwellenlange: 290 nm

Eingesetzte Konzentrationen: 15-20 mg/I
Literaturwerte: 13,9% + 5,4 1'% (BSA), 20% + 5 ""?(Plasma)

Messungen mit bovinem Serumalbumin:
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UNABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK;, pK,
1 38.0 2.79 2.61
2 29.3 2.63 2.43
3 271 2.79
4 40.2 2.88 2.56
5 48.2 2.97 2.79
6 36.8 2.99
7 22.1 2.67
8 25.6 2.76
Mittelwert 33.4 2.8 2.6
sdv 8.8 0.1 0.1
rel sdv [%] 26.3 4.6 5.8

ABHANGIGE BINDUNGSSTELLEN

Lauf Proteinbindung pK; pK;
1 35.6 2.96
2 26.1 2.77
3 15.6 2.49
4 37.2 2.99
5 37.2 3.00
6 36.9 2.99
7 22.0 2.67
8 26.3 2.77
Mittelwert 29.6 2.8
sdv 8.3 0.2
rel sdv [%] 28.0 6.6




Kontinuierliche Ultrafiltration vs. NMR-Diffusions- /Relaxationsexperimente

4.5.5 Diskussion

Wie in Tabelle 8 zu sehen ist, ergaben die NMR-Experimente von Nalidixinsaure
uber Ofloxacin zu Gatifloxacin ansteigende kp-Werte. Da eine kleine
Dissoziationskonstante im Umkehrschluss einer hohen Affinitat zum Protein
entspricht, wurde flir die Nalidixinsdure dementsprechend der hdchste
Affinitatsindex ermittelt. Der geringste Affinitatsindex wurde folglich fur Gatifloxacin
erhalten. Obwohl sich die absoluten Werte je nach Messmethode unterscheiden,
konnte dieser Trend durch die Messungen mittels kontinuierlicher Ultrafiltration
bestatigt werden. In Ubereinstimmung mit den Literaturwerten wurde fiir
Nalidixinsaure eine sehr hohe Proteinbindung von 96,2% gemessen. Ofloxacin lag
mit 54,2% im mittleren Bindungsbereich, wahrend Gatifloxacin mit 33,4% den
Substanzen mit niedriger Proteinbindung zuzuordnen ist. Die zugehdrigen pK-
Werte bestatigen ebenfalls die Ergebnisse aus den NMR-Experimenten.
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Tabelle 8: Vergleich der kp-Werte aus den NMR-Messungen und den Ergebnissen der

kontinuierlichen Ultrafiltration

Nalidixinsaure Ofloxacin Gatifloxacin

ﬁ c
= % Proteinbindung [%] 96.2+ 2.0 54.2+6.6 33.4+8.8
o ]
S50
£ 5
S = pK 47%0.3 3.2%10.2 2.8%0.1
S 5

o -

g [ Kolerte mWl 0.40 2.56 13.88

2 Diffusionsexperimente

0

o .

% KD-.Werte [mM] 111 316 n_lcht

e Relaxationsmessungen bestimmbar

7

14

E Affinitatsindices ~ 33600 ~ 14800 ~ 13900
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Zusammenfassung

Das Ausmaly der Proteinbindung eines Arzneistoffs wirkt sich auf viele
unterschiedliche pharmakokinetische Parameter aus. So wird beispielsweise das
Verteilungsvolumen, die Metabolisierung oder die Elimination des entsprechenden
Stoffes durch die Hohe seiner Proteinbindung beeinflusst. Da nur der im Plasma
frei vorliegende Anteil eines Arzneistoffs in der Lage ist biologische Membranen zu
uberwinden, kénnen auch nur die freien Arzneistoffmolekile eine
pharmakologische =~ Wirkung an Rezeptoren oder Enzymen auslésen.
Dementsprechend ist auch die Intensitat der hervorgerufenen Wirkung von der
Grolle des ungebundenen Anteils eines Arzneistoffs abhangig. Aufgrund dieser
Zusammenhange ist klar, dass die Proteinbindung eines Arzneistoffes letztendlich
Einfluss auf die Dosisfindung hat.

Zur Ermittlung der Proteinbindung stehen viele unterschiedliche Methoden, wie
beispielsweise die HPLC, Kapillarelektrophorese, Ultrazentrifugation,
Gleichgewichtsdialyse und Ultrafiltration zur Verfugung. In der vorliegenden Arbeit
wurde die kontinuierliche Ultrafiltration zur Ermittlung der Proteinbindung von
Arzneistoffen angewendet. Hier wird die Proteinbindung nicht nur anhand einer
bestimmten Arzneistoff- bzw. Albuminkonzentration gemessen, sondern Uber einen
weiteren Bereich von Wirkstoff-Protein-Verhaltnissen beobachtet. Des Weiteren ist
der apparative Aufwand im Vergleich zu vielen anderen Methoden als geringer
einzustufen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, die auf der von Heinzel'?® entwickelte
Messanlage weiter optimiert und eine zweite Anlage mit einem
Diodenarraydetektor aufgebaut. Fir letztere musste eine Software-Anpassung
vorgenommen werden.

Folgende Projekte wurden durchgefuhrt:

1) Um den In-vivo-Bedingungen nahe zu kommen, wurde bei der Bestimmung der
Proteinbindung der Sartane nicht nur BSA und HSA verwendet, sondern erstmals
auch humanes Plasma. Die Plasmamessungen der Sartane verliefen insgesamt
problemlos, allerdings ist eine erfolgreiche Messung stark von der Qualitat des
eingesetzten Plasmas abhangig, wie Messungen der Naphthylisochinoline gezeigt

haben. Im Vergleich mit HSA und Plasma ergaben die Messungen der Sartane mit
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Zusammenfassung

bovinem Serumalbumin geringflgig erniedrigte Proteinbindungswerte. Insgesamt
sind alle Ergebnisse sehr gut mit den Literaturwerten vergleichbar.

2) Das Ausmall der Proteinbindung von Naphthylisochinolinen war bislang
unbekannt und lag im Bereich von ca. 30-70%. Erneut waren die Resultate aus
den Messungen von BSA und HSA nahezu gleich.

3) Am Beispiel der Interaktion zwischen Phenprocoumon und Phenylbutazon
wurden zwei unterschiedliche Ansatze getestet, um die Verdrangung aus der
Proteinbindung zu simulieren. Die erste Methode entsprach hierbei einer
Konkurrenz der beiden interagierenden Stoffe um die Proteinbindungsstellen.
Durch den Einfluss des Phenylbutazon verringerte sich die Proteinbindung des
Phenprocoumon um 1%, was allerdings als statistisch nicht signifikant betrachtet
werden kann. Im zweiten Ansatz, der eine direktere Verdrangung aus der
Proteinbindung simulieren sollte, fiel die Proteinbindung des Phenprocoumon
gegenuber den Einzelmessungen um 2,5% ab. Unter physiologischen
Konzentrationsverhaltnissen sank sich die Proteinbindung des Phenprocoumon auf
93,3%. Der freie Anteil erhohte sich dementsprechend von 1% auf 6,7%. Somit
konnte der Einfluss des Phenylbutazon auf die Proteinbindung des
Phenprocoumon  erfolgreich  nachgewiesen werden. Die unveranderte
Proteinbindung des Phenylbutazon im inversen Ansatz und die ermittelten pK-
Werte bestatigen diese Interaktion. Grundsatzlich ist es also mdoglich mit der
kontinuierlichen Ultrafiltration solche Interaktionen zu simulieren.

4) Zuletzt sollte der Frage nachgegangen werden, ob es mit der kontinuierlichen
Ultrafiltration auch madglich ist die Proteinbindung von wasserunléslichen Stoffen,
namlich den Aziridinen, in Gegenwart steigender Mengen DMSO, zu bestimmen.
Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit Literaturwerten ohne DMSO-Zusatz
verglichen. Abgesehen von Candesartan, das eine lineare Korrelation zwischen
DMSO-Gehalt der Wirkstofflosung und Absinken der Proteinbindung zeigte, konnte
kein Zusammenhang zwischen der DMSO-Konzentration und der gemessenen
Proteinbindung festgestellt werden. Die Mittelwerte lagen im Bereich der

Literaturwerte.
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Insgesamt zeigten alle Versuchsreihen, dass die kontinuierliche Ultrafiltration eine
ausgezeichnete, schnelle und robuste Screeningmethode zur Bestimmung des

Ausmaldes der Proteinbindung bekannter und neuer Wirkstoffe darstellt.
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Summary

The extent of protein binding has an impact on many pharmacokinetic parameters,
e.g. absorption, distribution volume, metabolism or elimination of a drug. Since only
the unbound fraction of a drug can penetrate through biological membranes, only
the free drug molecules can induce a pharmacological effect on receptors or
enzymes. According to that, the intensity of the effect depends also on the extent
of the free drug fraction. Finally, knowledge about the extent of protein binding of a
drug is important for the dosage finding.

There are many different methods described for the evaluation of the extent of
protein binding of a drug, like HPLC, capillary electrophoresis, ultracentrifugation,
equilibrium dialysis and ultrafiltration. In this study the continuous ultrafiltration was
used to determine the extent of protein binding of drugs. Compared to the
discontinuous ultrafiltration, the extent of protein binding was assessed over a wide
range of drug-protein-ratios and not only with one defined drug respectively
albumin concentration.

Here the ultrafiltration instrument described by Heinze!'*?, was modified and a
second system with a multiwavelength detector was established. In this context the
software was adapted in a few details.

The following experiments were performed:

1) To get close to in vivo conditions, the extent of protein binding of the sartans
was determined for the first time by means of human plasma in addition to
experiments with HSA and BSA. In general, the evaluation of the protein binding
was not problematic. Nevertheless the experiments with the naphthylisoquinolines
showed, that a successful experiment with human plasma depends on the quality
of the plasma. Compared to the measurements with human serum albumin and
plasma, the determination of the protein binding of the sartans with bovine serum
albumin showed slightly lower protein binding values. However, the extent of the
protein binding of the sartans with BSA, HSA and plasma was in good accordance
to values reported in the literature.

2) The extent of the protein binding of the naphthylisoquinolines was unknown so
far, and was found to be in the range between 30-70%. Once more, the results of

the experiments using BSA were confirmed by the measurements with HSA.
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Summary

3) To simulate the displacement from the albumin, two different methods have
been developed. Due to their well known interaction, phenprocoumon and
phenylbutazone were used as test substances. In the first method, the two
substances compete for the protein binding sites. Due to the influence of
phenylbutazone, the extent of protein binding of phenprocoumon decreased by
1%. However, this decrease is statistically not significant. The second method
simulated a direct displacement out of the protein binding. Compared with the
single measurements, in this experiments the extent of protein binding of
phenprocoumon decreased by 2.5%. With use of a physiological concentration
ratio, the protein binding of phenprocoumon decreased from 99.0 to 93.3%.
Indicating, that the free fraction of phenprocoumon increased from 1% to 6.7%.
Thus, the interaction between the two substances was demonstrated by this
method. The constant protein binding of phenylbutazone in the inverse approach
and the determined pK-values support this result.

4) Last, the question should be answered, if it is possible to determine the extent of
protein binding of water insoluble substances, namely the aziridines, by means of
continuous ultrafiltration. For this purpose, five test substances were dissolved in a
buffer solution with 1-10% DMSO. The results of the experiments were compared
to literature values without DMSO. Candesartan showed a linear correlation
between the DMSO-concentration and the extent of protein binding. The results of
the other four substances indicated no correlation between the content of DMSO in
the solution and the protein binding values. However, in all cases the average
values were in accordance to the literature data.

Overall, every project showed, that the continuous ultrafiltration is an excellent, fast
and robust screening method for the evaluation of the extent of protein binding of

known as well as new substances.
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7.1 Veroffentlichungen
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Structure-Activity Relationship and Studies on the Molecular Mechanism of
Leishmanicidal N,C-Coupled Arylisoquinolinium Salts, J. Med. Chem, 2009, 52 (3),
626-636

Waibel, B., Albert, C., Holzgrabe, U., Evaluation of the extent of protein binding by
means of NMR diffusion and relaxation experiments, and automated continuous
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