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1.1. Grundlagen der Proteinbindung

1.1.1. Plasmaproteine

Der menschliche Korper besteht aus einer Reihe von Verteilungsrdumen, in denen
sich endogene und exogene Stoffe, darunter auch Arzneistoffe, je nach ihren physika-
lisch-chemischen Eigenschaften verteilen kdnnen. Eine besondere Rolle spielt hierbei
das Blut, da Uber dieses der Stoffaustausch und —transport zwischen den Raumen
erfolgt und da es selbst einen Verteilungsraum darstellt [1].

Der Korper eines durchschnittlichen Erwachsenen enthalt bezogen auf seine Korper-
masse ca. 8-9 % Blut. Dieses besteht zu circa 45 % aus zellularen Bestandteilen wie
Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten und zu 55 % aus Plasma. Das Plasma
setzt sich aus 90 % Wasser, 6-8 % Plasmaproteine sowie eine Vielzahl gel6ster nie-
dermolekularer Stoffe zusammen [Abb. 1]. Die Plasmaproteine enthalten die Fraktio-
nen der Globuline und des Albumins und sind fur die Eigenschaften des Blutes als

Verteilungsraum maRgeblich verantwortlich [2, 3].

Albumin 4,2 %
=, Globuline 3,2 %

~ Sonstige
Bestandteile 2 %

Abb. 1: Verteilungsrdaume des Koérpers und Zusammensetzung des Plasmaraumes [1]
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Globuline

Die Globuline erfullen sehr unterschiedliche Aufgaben im Korper und sind eine sehr
heterogen zusammengesetzte Fraktion, die sich in die einzelnen Unterfraktionen der
a-, B- und y-Globuline unterteilen lasst. Sie machen ca. 40 % der Plasmaproteine aus
und sind unter anderem an der Blutgerinnung, dem Hormon- und Fetttransport und
der Immunabwehr beteiligt [2, 3].

Das saure a4-Glycoprotein (AGP) hat von den Globulinen den groften Anteil an der
Plasmaproteinbindung von Arzneistoffen. Es hat ein Molekularmasse von 41-43 kDa
und seinen isoelektrischen Punkt bei pH 3.0 [4]. Als Akutes-Phase-Protein entsteht es
vor allem beim pathologischen Untergang von Gewebe [5]. Ob es daruber hinaus wei-
tere spezifische Aufgaben im Korper erflllt, ist nicht vollstandig geklart. AGP ist eine
uneinheitliche Proteinfraktion, das Protein zeigt Polymorphismus und weist unter-
schiedliche Glykosylierungsmuster auf. Zusatzlich hangen seine Plasmaspiegel stark
von der aktuellen Stoffwechsellage des Organismus ab, was es erschwert seinen An-
teil an der Plasmaproteinbindung zu beurteilen [6, 7].

AGP bindet vor allem basische Arzneistoffe wie Lidocain und Propranolol. Diese bin-
den allerdings auch an Albumin [8-11]. Untersuchungen zum raumlichen Aufbau und
zu eventuell vorhandenen Bindetaschen fur AGP fehlen, weshalb eine allgemeine

Aussage von Bindungspraferenzen an diese Proteine schwierig ist.

Albumin

Im Gegensatz dazu setzt sich die Albuminfraktion nur aus einem Protein zusammen:
dem Humanen-Serum-Albumin (HSA) [Abb. 2]. Dieses hat einen Anteil von 60 % an
allen Plasmaproteinen und ist somit das mengenmaldig am haufigsten vorkommende
Protein im Blut. Seine Aufgabe besteht groftenteils im Stofftransport endogener und
exogener Substanzen und im Aufrechterhalten des kolloidosmotischen Druckes im
Korper. Der oftmals in der Literatur erwahnte Beitrag zur Stabilisierung des pH-Wertes
des Blutes ist gering, da dieser hauptsachlich Uber dessen Carbonatgehalt und somit

letztendlich Uber die Atmungskette reguliert wird [2, 3].
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Abb. 2: Aminosauresequenz des humanen Serumalbumins, unterteilt in drei Domanen und sechs Subdo-

manen [12, 13]
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Albumin wird in der Literatur auch als Reservoirprotein bezeichnet, da es durch seine
Transportfunktion als Vorratssystem fur an ihm gebundene Stoffe wie Vitamin D die-
nen und weil es bei unzureichender Versorgung uber die Nahrung als Aminosaure-
quelle vom Koérper abgebaut werden kann. Daruber hinaus hat es protektive Effekte
auf den Korper durch Bindung von Toxinen wie Alfatoxin und durch die antioxidativen
Eigenschaften seiner Aminosaurereste [14].

Albumin ist ein 66.44 kDa schweres Protein und ist 585 Aminosauren aufgebaut. Es
ist nicht glykosyliert, besitzt keine prosthetische Gruppe und weist eine Plasmahalb-
wertszeit von 19 Tagen auf. Die Aminosauresequenz wurde mittels chemischen und
enzymatischen Abbaus vor der Entdeckung der kodierenden DNS-Sequenz bestimmt.
Es besteht zu grof3en Teilen aus sauren und neutralen Aminosauren, woraus ein iso-
elektrischer Punkt von 4.7 resultiert. Albumin besitzt bei dem physiologischen
pH-Wert von 7.4 eine Nettoladung von -19. Sein Absorptionsmaximum liegt bei 279
nm, was durch den niedrigen Tryptophangehalt begrindet ist [12-14].

Die 35 Cysteine des HSAs liegen, bis auf das Cystein in Position 34, zu Disulfidbri-

cken gepaart vor. Diese sind fur die Tertiarstruktur des Proteins und deren hohe Sta-

bilitat mitverantwortlich [14].

Abb. 3: Dreidimensionale Strukturen des humanen (links) und bovinen (rechts) Serumalbumins [15, 16]

Die Tertiarstruktur wurde 1992 mit Hilfe der Rdntgenstrukturanalyse aufgeklart. HSA
bildet drei homologe Domanen in einer ,herzférmigen® Anordnung aus, die in jeweils
zwei Subdomanen unterteilt werden [Abb. 2, Abb. 3] [17]. Diese verfugen zum Teil
Uber hochspezifische Bindestellen fur endogene Stoffe wie Bilirubin [18], Aldosteron

[19] und langkettige Fettsauren [20]. Fur exogene Stoffe besitzt das Protein zwei Bin-



Einleitung

destellen, die nach ihrem Entdecker Sudlow benannt sind. Die Sudlow-I-Bindestelle
befindet sich in der Subdomane IIA, die Sudlow-II-Bindestelle ist in der Subdomane
I1IA lokalisiert [21, 22].

Die Spezifitat dieser Bindestellen ist unterschiedlich. Typische Sudlow-I-Liganden sind
sperrige anionische Molekule, deren Ladung an einer zentralen Stelle lokalisiert ist
wie z.B. bei Warfarin. Sudlow-Il-Liganden sind meist aromatisch und kénnen anio-
nisch oder neutral sein. Ist eine Ladung vorhanden, liegt sie in der Peripherie des Mo-
lekuls, wie es beim Ibuprofen der Fall ist. Tab. 1 zeigt eine Auswahl bekannter Ligan-

den der beiden Bindestellen.

Bindestelle Substanz Bindung [%]

Sudlow-| Salicylsaure 84 [23]
Sulfisoxazol 85 [24]
Warfarin 97 [25]
Indomethacin 99 [26]

Sudlow-ll Diazepam 99 [27]
Ibuprofen 99 [27]
Naproxen 99 [28]
Clofibrat 90 [29]

Tab. 1: Bindung exogener Liganden an die Bindestellen des Albumins

Die strukturellen Unterschiede dieser Substanzen zeigen, dass es sich bei beiden
Bindestellen nicht um jeweils eine diskrete Stelle handelt, sondern um Bereiche des
Proteins, die sich in weitere Regionen unterteilen lassen. Fur Sudlow-I sind mindes-
tens drei sich zum Teil Gberlappenden Regionen beschrieben [30, 31]. Ahnliche Un-
tersuchungen existieren auch fur Sudlow-II [32].

Daneben koénnen Stoffe auch an weitere Stellen des HSAs binden, da dieses neben
den oben beschriebenen spezifischen Bindestellen eine Reihe von unspezifischen
Bindestellen aufweist. An diese binden unter anderem kationische Verbindungen wie
Chinidin und Chlorpromazin [27]. Darlber hinaus sind Bindungen von nukleophilen
Substanzen an das freie Cys34 beschrieben [33], sowie die Bindung von Blutglucose
an Lysinreste [34] und die allostere Beeinflussung von Bindestellen durch weiter ent-
fernt bindende Liganden [35].

Als unspezifisches Transportprotein enthalt HSA eine gro3e Anzahl von Bindeta-

schen, deren Besetzung unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen. Eine Vor-
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hersage Uber Bindungsstelle, -affinitdt und —mechanismus einer Substanz ist somit
praktisch nicht moglich und kann nur experimentell ermittelt werden.

Neben HSA wird im Labor oft das Bovine Serumalbumin (BSA) verwendet. Dieses ist
kostengunstiger, kommerziell leichter verfugbar und birgt kein Infektionspotential in
Bezug auf humanpathogene Viren wie HIV. Albumine kommen in allen hoheren Wir-
beltieren vor und zeigen hohe Sequenzhomologie. BSA hat eine 80 % identische
Aminosaurenzusammensetzung mit HSA [Tab. 2], wodurch eine ahnliche Tertiarstruk-
tur mit ahnlichen Bindungsstellen resultiert [Abb. 3] [36]. Trotz der grofRen strukturel-
len Ahnlichkeit der Proteine kénnen Liganden verschieden an diese binden. Fir
Screeningversuche kann BSA verwendet werden, ob dies allerdings zu den gleichen

Ergebnissen fuhrt, muss im Einzelfall nachgewiesen werden [14, 37].

Aminosauren A 0
HSA | BSA
Alanin 62 46
Arginin 24 23
Asparagin 17 14
Asparaginsaure 36 40
Cystein 35 35
Glutamin 20 20
Glutaminsaure 62 59
Glycin 12 16
Histidin 16 17
Isoleucin 8 14
Leucin 61 61
Lysin 59 59
Methionin 6 4
Phenylalanin 31 27
Prolin 24 28
Serin 24 28
Threonin 28 34
Tryptophan 1 2
Tyrosin 18 20
Valin 41 36
Summe 585 583

Tab. 2: Unterschiedliche Zusammensetzung von HSA und BSA [14]
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1.1.2. Auswirkung der Proteinbindung auf pharmakologische Para-

meter

Die Bindung eines Arzneistoffes an die Plasmaproteine hat einen direkten Einfluss auf
die pharmakologischen Parameter des Stoffes. Vor allem das Verteilungsvolumen, die

Clearance, der Metabolismus und die Bioverfugbarkeit werden hierbei beeinflusst.
Verteilungsvolumen

Das Verteilungsvolumen V,; ist definiert als der Quotient aus der im Organismus vor-

handenen Menge M eines Arzneistoffes und seiner Plasmakonzentration cp:

(1) M=cp-Vy & Vg= =

P

Das Verteilungsvolumen hangt somit auch von der sich im Koérper befindlichen Menge
eines Pharmakons ab. Diese wiederum wird durch die Bioverfligbarkeit, die Resorpti-
onsgeschwindigkeit und die Elimination des Stoffes bestimmt. In der Literatur wird
deshalb meist V,; im Steady-State bezogen auf 1 kg Koérpergewicht angegeben.

In Tab. 3 sind die Werte fur einige Arzneistoffe aufgefuihrt. Das Verteilungsvolumen flr
die einzelnen Stoffe ist sehr unterschiedlich. Fur Chloroquin zum Beispiel errechnet
sich V; fur eine 70 kg schwere Person zu 14.000 |. Dies ist physikalisch nicht moglich.
Deshalb wird meist vom ,scheinbaren® Verteilungsvolumen gesprochen, da ihm keiner

der realen Verteilungsraume des Korpers entspricht [1].

Arzneistoff Vq [I/kg]
Chloroquin 200
Imipramin 15

Paracetamol 1.0

Ethanol 0.65
Warfarin 0.2

Tab. 3: Scheinbare Verteilungsvolumina einiger Arzneistoffe [1]
Das hohe Verteilungsvolumen des Chloroquins kommt dadurch zustande, dass sich

nur ein geringer Anteil davon im Plasma befindet. Ein groRerer Teil halt sich in einem

anderen Kompartiment, in diesem Fall dem Fettgewebe, auf.
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Formell Iasst sich dieser Sachverhalt folgendermalden beschreiben:

(2) M:CP'Vd:CP'VP‘l'CR'VR

Die Menge M eines Arzneistoffes entspricht nach Formel (1) cp * V; und ist die Sum-
me der Konzentration im Plasma (cp) multipliziert mit dem Plasmavolumen (V) und
der Konzentration in den restlichen Verteilungsraumen (cz) multipliziert mit deren Vo-
lumen (Vz). Im Steady-State ist die Konzentration an freiem Arzneistoff im Plasma

gleich der freien Konzentration in den restlichen Verteilungsraumen, wodurch gilt:

_ Cup) _ cu® _
(3) fupy = o fur) = ZR A Cuip) = Cu(r)
(4) o Jue) _ e
fur cp

Wobei f,py dem Anteil des im Plasma ungebunden vorliegenden Arzneistoffes und
fury dem Anteil des in den restlichen Verteilungsraumen ungebunden vorliegenden
Arzneistoffes entsprechen. ¢,y und ¢,y sind die Konzentrationen an ungebunde-

nem Arzneistoff in den jeweiligen Verteilungsraumen.

Mit Formel (2) ergibt sich:

5 Va= Vp+ D2,y
da P R
fur)

Formel (5) gibt nur eine stark vereinfachte Sicht des scheinbaren Verteilungsvolu-
mens wider, da der Korper nur in zwei Kompartimente, namlich das Plasma und die
restlichen Verteilungsraume, unterteilt wird. Besonders letztere sind sehr heterogen
zusammengesetzt und zeigen daher oft schwankende Affinitat zu den Arzneistoffen.
Des Weiteren gilt Formel (5) nur unter der in (3) getroffenen Bedingung, dass der un-
gebundene Stoff ungehindert zwischen den Kompartimenten diffundieren kann und

somit Cu(p) = Cu(r) ist [38, 39].



Einleitung

Clearance, Metabolismus und Bioverfugbarkeit

Clearance und Metabolismus werden ebenfalls stark von der Proteinbindung eines
Arzneistoffes beeinflusst, da jeweils nur der freie Arzneistoffanteil ausgeschieden
und/oder metabolisiert werden kann. Der Grofteil der Arzneistoffe wird Uber die Nie-
ren und die Leber ausgeschieden. Daneben gibt es noch einige Stoffe, deren Elimina-
tion Uber die Lunge oder die Haut erfolgt.

Die Clearance ist das Blutvolumen, das pro Zeiteinheit von einem Arzneistoff voll-
standig und irreversibel befreit wird. Erfolgt diese ausschliel3lich Uber die Nieren, lasst

sie sich durch folgende Formel beschreiben:

__ (1-Fpg) - (Filtrationsrate+Sekretionsrate)

(6) CLg =

cp

CLy ist hierbei die renale Clearance, Fy der Arzneistoffanteil, der tubular riickresorbiert
wird, (Filtrationsrate + Sekretionsrate) die in einer bestimmten Zeit filtrierte und se-
zernierte Wirkstoffmenge und ¢, die Plasmakonzentration.

Die renale Clearance ist demzufolge grofitenteils unabhangig von der Plasmaprotein-
bindung. Sinkt diese, nimmt zwar ¢, zu, aber gleichzeitig steigt auch der pro Zeit aus-
geschiedene Anteil, wodurch CL; annahernd unverandert bleibt.

Wird ein Arzneistoff hingegen vorwiegend hepatisch eliminiert, gilt folgender Zusam-

menhang:

Qy fup' CLUint
7 CL,; = ———=—"1"
( ) H QH+ fup' CLujnt

bei dem CLj die hepatische Clearance, Q4 der Blutfluss durch die Leber, f,z der An-
teil des im Blut ungebunden vorliegenden Arzneistoffes, und CLu;,, die intrinsische
Clearance ist. Letztere ist ein Mal} fur die maximale Eliminationsleistung der Leber
und gibt die Abhangigkeit der hepatische Clearance von der Proteinbindung wider.

Arzneistoffe lassen sich bezlglich ihres Extraktionskoeffizienten ¢ in folgende drei
Gruppen unterteilen: ,Low-, Intermediate- und High-extraction drugs®. € ist dabei das
Verhaltnis des Arzneistoffanteils, der von der Leber aus dem Organismus entfernt

wurde, zu demjenigen Anteil, der in die Leber eintritt. Praktisch lassen sich alle Arz-

10
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neistoffe in ,Low-extraction drugs® mit € < 0.3 und die ,High-extraction drugs® mit
€ > 0.7 einteilen.

Fur ,Low-extraction drugs” gilt:

(8) Qu > fup ' CLugp,,

daher vereinfacht sich Formel (2) zu:

(9) CLy = fuB * CLujpe

Far ,High-extraction drugs” gilt das Gegenteil:
(10) Qu K fup* Clujp,

daher vereinfacht sich Formel (2) zu:

(11) CLy = Qy

Daraus folgt, dass fur ,Low-extraction drugs“ die Clearance neben der intrinsischen
Clearance stark von der Proteinbindung abhangt, da diese einen gro3en Einfluss auf
den freien Anteil des Arzneistoffes hat. Fur ,High-extraction drugs® ist die Clearance
dagegen weitestgehend unabhangig vom freien Arzneistoffanteil, da hier vor allem die
Leberdurchblutung eine wichtige Rolle spielt.

Die Proteinbindung hat somit auch Einfluss auf die orale Bioverfuigbarkeit von Arz-
neistoffen. Diese durchlaufen nach ihrer Resorption im Darm vor der systemischen
Verteilung zuerst die Leber. Bei dieser ersten Leberpassage wird bereits ein Teil der
Stoffe metabolisiert, was als First-Pass-Effekt bezeichnet wird. Da es sich hierbei um
eine einmalige Leberpassage handelt, ist Q4 sehr viel geringer als bei den oben be-
schriebenen Vorgangen.

Dadurch ist der Effekt auf die Bioverfugbarkeit von ,Low-extraction drugs® gering.
Auch bei einem hoheren freien Anteil wird nur ein kleiner Teil des Stoffes bei der ein-
maligen Passage entfernt. Bei ,High-extraction drugs® verhalt es sich umgekehrt. Hat
ein Arzneistoff einen hohen Extraktionskoeffizienten und eine niedrige Proteinbin-
dung, wird in der Leber ein Grolteil dieses Arzneistoffes entfernt, bevor dieser den

systemischen Kreislauf erreichen kann; dies gilt allerdings nur, wenn der
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First-Pass-Effekt der Substanz vorwiegend durch die Leber bestimmt wird. Findet die-
ser groftenteils in DUnndarmepithel statt, ist der Effekt auf die Bioverfugbarkeit ge-
ring.

Die Proteinbindung hat folglich einen starken Einfluss auf die pharmakokinetischen
Parameter von Arzneistoffen. Hiervon besonders betroffen sind Substanzen, deren

Elimination vorwiegend Uber der Leber stattfindet [38, 39].
1.1.3. Quantitative Beschreibung der Proteinbindung

Das Ausmal} der Proteinbindung eines Arzneistoffes lasst sich sowohl durch die As-
soziationskonstanten als auch durch Angabe des gebundenen Anteils in Prozent be-
schreiben.

Durch den hohen Gehalt des Blutes an Plasmaproteinen sind diese in Relation zum
Arzneistoff meist im Uberschuss vorhanden. Zuséatzlich kann ein Mol Protein oft meh-
rere Mol Arzneistoff binden; z.B. bindet ein Albuminmolekul zwei Molekulle Etacryn-
saure [40]. Durch Uberschuss an Proteinbindestellen ist der gebundene Anteil im the-
rapeutischen Bereich einer Substanz meist konstant und fur praktische Zwecke ge-
nugt meist die prozentuale Angabe des gebundenen Anteils [1].

Fur kinetische Betrachtungen ist diese allerdings nicht ausreichend, da sie weder eine
genaue Aussage Uber die Affinitat einer Substanz zum dem Protein noch Uber Anzahl
der Bindungsstellen macht. Hierfur mussen die Assoziationskonstanten betrachtet

werden.

o._0O o)
4>
2, f
OH
(Al [P]

[AP]

Abb. 4: Reaktionsgleichung der Proteinbindung

Wie fur jede chemische Gleichgewichtsreaktion, Iasst sich auch fur die Proteinbindung

eine Gleichgewichtskonstante berechnen:

(12) [A] + [P] S [AP]

(13) Ko = —oim © [AP] = Ko - [A]-[P]
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Ausgehend davon, dass nur eine Bindungsstelle im Protein vorhanden ist, kann das
Verhaltnis r von gebundenem Arzneistoff AP zu der Gesamtproteinmenge P, wie

folgt errechnet werden:

_ 4P _ _[4P]
(14) 7= ™ Trl+ 7]

Wird die Umformung aus (13) [AP] = K, - [A] - [P] in (14) eingesetzt ergibt sich:

(15) r= Kl

Ist r durch experimentelle Bestimmung bekannt, konnen nach Umformung der Glei-

chung K, und n graphisch bestimmt werden:

(17) ﬁ=n- K, -1 K,

Wird anschliefiend r gegen r/[A] aufgetragen, wird der so genannten Scatchard-Plot
erhalten, wobei fir n = 1 eine Gerade entsteht, deren Steigung —K, entspricht. Fur
n > 1 ergeben sich komplexere Kurven. Werden an deren annahernd linearen Ab-
schnitten die jeweiligen Asymptoten angelegt, entsprechen deren Steigungen eben-
falls den jeweiligen negativen Bindungskonstanten. Die Anzahl der linearen Abschnit-

te entspricht der Anzahl der Bindungskonstanten n [Abb. 5] [41].

F 3 &

=

> -

r r

Abb. 5: Scatchard-Plot fiir eine Bindungsstelle (links) und zwei Bindungsstellen (rechts), die Steigungen m
entsprechen den negativen Bindungskonstanten
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1.2. Verdrangung aus der Proteinbindung

1.2.1. Mechanismen der Verdrangung

Binden zwei Arzneistoffe an dasselbe Protein, kdnnen sich die Bindungen gegenseitig
beeinflussen. Hierbei sind mehrere Falle moglich:

a) Zwei Stoffe, die an dieselbe Stelle binden, treten in direkte Konkurrenz
miteinander.

b) Ein Stoff verandert durch seine Bindung an das Protein dessen Konformation
und sorgt fur eine geanderte Bindungsaffinitdt des anderen Stoffes durch allos-
tere Modulation des Proteins.

c) Ein Stoff blockiert durch seine Bindung an das Protein den Zugang eines ande-
ren Stoffes zu seiner Bindungsstelle.

Fur Fall a) sind die Moglichkeiten denkbar, dass ein Arzneistoff zusatzlich zu einer
schon bestehenden Medikation verabreicht wird, oder dass zwei Arzneistoffe gleich-
zeitig verabreicht werden.

Erhalt ein Patient zu seiner Medikation einen zweiten Arzneistoff und hat dieser eine
hohere Affinitdt zur Bindungsstelle, kann dieser den ersten aus seiner Bindung ver-
drangen und somit dessen Plasmaspiegel erhdhen. Ist seine Affinitat dagegen niedri-
ger, wird er selbst nicht so stark an das Protein gebunden und seine Blutspiegel stei-
gen.

Da bei der Bindung allerdings ein dynamischer Vorgang zugrunde liegt, bei dem ein
steter Wechsel zwischen gebundener und freier Form stattfindet, handelt es sich auch
hier eher um eine Konkurrenz als um eine direkte Verdrangung.

Werden beide Arzneistoffe gleichzeitig verabreicht, treten sie unmittelbar in Konkur-
renz um die Bindestelle. Hierbei kann der Stoff mit der niedrigeren Affinitat zur Binde-
stelle weniger stark binden, als es ohne Konkurrenz der Fall ware. Das Resultat ist
somit in beiden Fallen annahernd gleich.

Eine bekanntes Beispiel hierfur sind die Arzneistoffe Warfarin und Phenylbutazon, die
beide an die Sudlow-I-Bindestelle des HSAs binden und bei denen Warfarin aufgrund
seiner schwacheren Affinitat verdrangt wird [21, 22, 42, 43] [Abb. 6].
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Abb. 6: Verdrangung von Warfarin aus der Bindung zu HSA durch Phenylbutazon

In Fall b) sind ebenfalls zwei mdgliche Beeinflussungen der Bindung denkbar. Nach-
dem ein erster Arzneistoff, der eine Komformationsanderung des Proteins hervorruft,
an einer von der Bindestelle des zweiten Arzneistoffes entfernten Bindestelle gebun-
den hat, kann dessen Bindungsstelle eine erhdhte oder eine verminderte Affinitat fir
den zweiten Arzneistoff ausweisen.

So wird zum Beispiel die Sudlow-I-Stelle durch langkettige Fettsauren alloster modu-
liert, wodurch in deren Anwesenheit Liganden mit Affinitat zu Sudlow-| eine niedrigere
Bindung haben. Auf die Hdm-Bindungsstelle hat die Anwesenheit von Fettsauren den
gegenteiligen Effekt, sie wird so verandert, dass sie eine hdhere Affinitat fur Ham
aufweist. Unabhangig davon beeinflusst die Bindung von Ham Sudlow-|, wodurch die-
se ihre Liganden Isoniazid und Rifampicin schwacher bindet [35, 44] [Abb. 7].

Abb. 7: Reduktion der Bindung von Warfarin an HAS durch Modulation mit Myristinsaure

In Fall c) wird durch sterische Blockade der Bindungsstelle eines Proteins der Zugang
zu dieser erschwert oder vollstandig verhindert. Ein Beispiel hierfir ware die Blockade

des aktiven Zentrums der Enzyme COX-I und COX-Il durch Acetylsalicylsaure. Diese
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acetyliert einen Serinrest dieser Proteine, wodurch der Zugang fur das eigentliche
Substrat Arachidonsaure nicht mehr moglich ist [Abb. 8] [45].

Abb. 8: Blockade des aktiven Zentrums der COX durch Acetylsalicylsédure

Die Verdrangung von Arzneistoffen kann somit auf unterschiedlichem Wege erfolgen.
Inwieweit hierbei im Einzelfall Konkurrenz und/oder allostere Modulation einer Rolle
spielen, muss jeweils untersucht werden und kann nicht aus den Strukturen abgeleitet
werden, da gleiche Molekulle auch unterschiedliche Effekte haben konnen. Zum Bei-
spiel modulieren Fettsauren nicht nur die Warfarinbindestelle, sondern treten auch in

Konkurrenz mit Warfarin um diese [46, 47].
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1.2.2. Klinische Relevanz der Verdrangung von Arzneistoffen aus

der Proteinbindung

Die klinische Relevanz der Verdrangung von Arzneistoffen aus ihrer Proteinbindung
ist stark umstritten. Auch wenn es eine Reihe von Fallen gibt, bei denen eine solche
Verdrangung mit erhdhten unerwinschten Arzneimittelwirkungen verbunden ist, ist
diese so gut wie nie alleine hierfur verantwortlich [Tab. 4]. Lediglich im Falle der Kom-
bination Chloralhydrat und Warfarin scheint einzig die Verdrangung fur die dabei auf-

tretende Erhohung der Warfarin-Plasmaspiegel verantwortlich zu sein [38].

Verdrangter AS | Verdrangender AS Zusatzlicher Pathomechanismus
Warfarin Phenylbutazon Inhibition des Metabolismus [42, 48-50]
Sulfamethoxazol Inhibition des Metabolismus [51]

Chloralhydrat Wahrscheinlich nur Verdrangung [52, 53]

Tolbutamid Sulfonamide Inhibition des Metabolismus [54, 55]
Methotrexat Salicylsaure Hemmung der renalen Clearance [56, 57]
Phenytoin Valproinsaure Inhibition des Metabolismus [58]

Tab. 4: Beispiele klinisch relevanter Wechselwirkungen bei denen eine Verdrangungen auftritt [59]

Wie unter 1.1.2 erklart, wird die renale Clearance kaum von der Proteinbindung beein-
flusst. Vorwiegend renal eliminierte Arzneistoffe werden bei einer Verdrangung aus
der Bindung somit vermehrt ausgeschieden und der Plasmaspiegel bleibt weitestge-
hend konstant. Die Halbwertszeit des Stoffes wird dadurch zwar leicht verkurzt, aber
dies ist in der Praxis meist kaum relevant.

Kommt es bei einem Wirkstoff wie Methotrexat (MTX), der grotenteils unverandert
Uber die Nieren ausgeschieden wird, zu einem Anstieg der Plasmakonzentration auf-
grund von Verdrangung, muss dieses in einem weiteren Mechanismus begrindet lie-
gen. Dies ist hierbei auch der Fall. Wird MTX in Kombination mit Acetylsalicylsaure
gegeben, inhibiert deren Metabolit Salicylsaure die renale Clearance des MTXs,
wodurch der Ausgleichsmechanismus, der normalerweise die Konzentration konstant
halten wurde, inhibiert ist [56, 57].

Arzneistoffe, deren Elimination vorwiegend Uber die Leber erfolgt werden bei der Ver-
drangung aus der Bindung schneller metabolisiert, wodurch ihre Plasmaspiegel eben-

falls konstant bleiben. Analog zur renalen Elimination kommt es hier auch nur dann zu
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einer Erhdhung der Spiegel, wenn zusatzlich der Abbau der Substanz gehemmt wird,
wie es bei dem Beispiel Warfarin/Phenylbutazon der Fall ist [42, 48-50].

Klinisch relevant wird die Verdrangung allerdings erst, wenn der Arzneistoff eine hohe
Proteinbindung, eine geringe therapeutische Breite hat und die Erhohung der freien
Plasmakonzentration Uber einen langeren Zeitraum anhalt bzw. der Stoff schon bei
kurzfristiger Uberdosierung unerwiinschte Wirkungen verursachen kann.

So ist bei Warfarin nicht mit einer erhdhten Blutungsneigung zu rechnen, wenn ein
Patient einmalig Chloralhydrat zusatzlich einnimmt, da der Plasmaspiegel nur kurzzei-
tig erhoht wird und dies bei einem Arzneistoff mit einer langen Halbwertszeit nur einen
geringen Einfluss auf den Steady-State-Spiegel hat [53].

Die klinische Relevanz der Verdrangung alleine ist somit gering. Nur wenn andere

Faktoren dazu kommen, kann sie zu relevanten Interaktionen fuhren.[38, 60]

1.3. Methoden zur Bestimmung von Proteinbindungskonstan-

ten

Das Ausmal der Proteinbindung an die Plasmaproteine und die Bindungskonstanten
lassen sich auf unterschiedliche Art und Weise bestimmen. Die im Folgenden erlau-
terten Methoden unterscheiden sich hierbei sowohl in den zugrunde liegenden kineti-
schen Prinzipien, als auch in Bezug auf die Ahnlichkeit der Versuchsbedingungen zu

den physiologischen Verhaltnissen.

1.3.1. Gleichgewichtsdialyse, Ultrazentrifugation und Ultrafiltration

Gleichgewichtsdialyse

Die wohl einfachste und am weitesten verbreitete Methode zur Bestimmung der
Plasmaproteinbindung ist die Gleichgewichtsdialyse. Der schematische Aufbau einer
solchen Bestimmung ist in Abb. 9 dargestellt. Es wird eine Kammer verwendet, die
durch eine semipermeable Dialysemembran in zwei getrennte Raume unterteilt ist. Zu
Beginn der Messung befinden sich in einem Raum Protein und Arzneistoff, der andere
Raum enthalt nur Puffer. Die Membran kann nur von niedermolekularen Substanzen,

wie den Pufferbestandteilen und dem zu bestimmenden Arzneistoff ungehindert pas-
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siert werden. Auf diese Weise stellt sich je nach Bindungsaffinitat zum Protein ein
Gleichgewicht zwischen den beiden Raumen ein. Nach erfolgter Gleichgewichtsein-

stellung wird die Konzentration des Arzneistoffes in beiden Kammer bestimmt.

—{P}{AP)
(APIAL (A

e Al Ultrafitrations-T—>
ilv}membran (Al membran | Unterdruck

s
e ) A gl [ o
Pl ARl Al jE
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Gleichgewichtsdialyse (links), der Ultrazentrifugation (Mitte) und der
Ultrafiltration (rechts), [A]: Arzneistoff, [P]: Protein, [AP]: Arzneistoff-Protein-Komplex

Die Methode kann durch Verwendung von Plasma, Temperierung der Kammer und
Wahl eines dem Plasma ahnlichen Puffers sehr nahe an die im Kdorper herrschenden
Bedingungen angepasst werden. Bei der Verwendung von Plasmaproben muss bei
der Auswertung berucksichtigt werden, dass diese sich bereits in Korper in einem
Gleichgewichtszustand befunden haben. Dieser kann sich wahrend der Dialyse durch
Verdiinnungseffekte des Puffers und durch pH-Wert-Anderungen aufgrund der Diffu-
sion der Pufferbestandteile andern [61, 62]. Durch die Verwendung von sackférmigen
Dialysemembrane, die mit Protein- und Wirkstofflosung befiillt und anschlief3end in
ein Puffergefal® getaucht werden, ist eine solche Bestimmung apparativ sehr einfach
durchfuhrbar.

Die einfache Anwendung und die hohe Anpassungsfahigkeit dieser Bestimmungsme-
thode erklaren ihre weite Verbreitung und die Vielzahl von Untersuchungen, die mit ihr
durchgefuhrt werden [63-65].

Eine Sonderform der Gleichgewichtsform ist die Mikrodialyse, bei der eine mit Puffer
durchspllte Dialysesonde in die Untersuchungslosung getaucht wird. Diese Sonde
kann aufgrund ihrer Grélke auch in die Blutbahn oder ein Organ eingebracht werden,
wodurch In-vivo-Messungen moglich sind. Da die Dialyse nicht in ruhender Losung
sondern in Stromung bestimmt wird, muss dies fur die Berechnung der Proteinbin-
dung bericksichtigt werden [66]. Wegen des hohen apparativen Aufwands wird diese

Methode seltener angewendet.
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Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugation ist ebenfalls eine sehr einfache Bestimmungsmethode. Wirk-
stoff- und Proteinlésung werden in Puffer bis zur Gleichgewichtseinstellung inkubiert.
Anschlielend lassen sich die wesentlich schwereren Proteinmolekule und der Pro-
teinwirkstoffkomplex durch Zentrifugation sedimentieren und der Wirkstoffgehalt im
Uberstand bestimmen [Abb. 9]. Die Ultrazentrifugation wird meist in Kombination mit
anderen Verfahren wie der Ultrafiltration angewandt.

Durch geeignete Versuchsbedingungen und die Moglichkeit mit Vollblut oder Plasma
inkubieren zu konnen, kann dieses Verfahren ebenfalls sehr nahe an die Verhaltnisse

im Organismus angepasst werden [67, 68].

Ultrafiltration

Bei der Ultrafiltration wird zwischen der diskontinuierlichen und der kontinuierlichen
Versuchsdurchfihrung unterschieden. Da sich die Kapitel 2 und 3 intensiv mit letzte-
rer beschaftigen, wird im Folgenden nur auf die diskontinuierliche Variante eingegan-
gen.

Wie bei der Ultrafiltration werden zunachst Protein- und Arzneistofflosung bis zur
Gleichgewichtseinstellung inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Trennung des freien
Arzneistoffes von dem ungebundenen Protein und dem Protein-Arzneistoff-Komplex
mit Hilfe einer Ultrafiltrationsmembran. Diese Membran hat eine molekulare Durch-
lassgrenze unterhalb des Molekulargewichts des Proteins. Da die Kraft des Schwere-
feldes meist nicht flr eine schnelle und vollstandige Filtration ausreicht, wird diese
durch Anlegen von Druck oder durch Zentrifugieren beschleunigt. AnschlieRend wird
der Arzneistoffgehalt im Filtrat bestimmt.

Auch bei diesem Verfahren kdnnen Vollblut oder Plasma verwendet und die Parame-
ter Temperatur und Pufferzusammensetzung den physiologischen weitestgehend an-
gepasst werden [69-71].

Alle drei Methoden sind reine Trennmethoden zur Separation des freien Wirkstoffs
von freiem Protein und dem Protein-Arzneistoffkomplex. Die Bestimmungen der Sub-
stanzkonzentrationen missen in separaten Versuchsteilen mit geeigneten Methoden

wie Absorptionsspektroskopie im ultravioletten oder sichtbaren Lichtbereich
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(UV/Vis-Spektroskopie), Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC), Kapillarelekt-
rophorese (CE) oder Massenspektrometrie (MS) erfolgen [72].

1.3.2. Chromatographische und elektrophoretische Methoden

Die verwendeten Bestimmungsmethoden der Proteinbindung mittels HPLC und CE
sind weitestgehend identisch, weshalb sie im folgenden Abschnitt zusammen betrach-
tet werden. Wichtig ist hierbei, dass auch wenn das zugrunde liegende Prinzip jeweils
identisch ist, sich beide Verfahren in ihren Trennprinzipien deutlich unterscheiden.
Wahrend bei der HPLC vor allem Verteilungsvorgange zwischen einer stationaren
und einer mobilen Phase eine Rolle spielen, wird bei der CE mittels der Mobilitat von

Stoffen im elektrischen Feld getrennt [73].

Affinitatschromatographie

Die zu bestimmende Substanz wird hierbei auf einer mit immobilisiertem Protein ge-
packten Saule retiniert. Je hoher hierbei die Affinitat zum Protein ist, desto groer ist
die Retentionszeit. Die Bestimmung der Bindungskonstanten erfolgt uber eine Kalib-
rierung mit Substanzen bekannter Bindung [74, 75].

Bei der kapillarelektrophoretischen Variante des Verfahrens enthalt der Trennpuffer
das geldste Protein. Die Migrationszeit des Stoffes nahert sich so mit steigender Affi-

nitat zum Protein an die des Proteins an [76, 77].

Frontalanalyse

Fir die Frontalanalyse in der HPLC sind zwei Varianten beschrieben. Bei der ersten
wird Uber eine Saule mit einem geeigneten Saulenmaterial eine Probe, die das Pro-
tein und den Wirkstoff gelost in Puffer enthalt, so aufgetrennt, dass ein Chromato-
gramm wie in Abb. 10 A erhalten wird. Aus den HOhen der drei Plateaus kann so mit
Hilfe der Probenkonzentration das Verhaltnis von gebundenem und ungebundenem
Arzneistoff berechnet werden [78, 79].

Die zweite Variante verwendet - wie bei der Affinitatschromatographie - eine mit im-

mobilisiertem Protein gepackte Saule. Diese wird mit Wirkstofflosungen verschiedener
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Konzentration beladen, bis die Saule gesattigt ist. Auf diese Weise wird fur jede Kon-
zentration eine so genannte Durchbruchskurve erhalten. Werden diese wie in Abb. 10
B Ubereinander gelegt, lasst sich aus der Wirkstoffkonzentration und der mittleren La-

ge des Durchbruchs die Proteinbindungskonstante und der gebunden Wirkstoffanteil

berechnen [80, 81].
A A A B
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Abb. 10: Chromatogramme der Frontalanalyse mit mobilem (A) und immobilisiertem (B) Protein; 1: freies
Protein, 2: Protein-Wirkstoffkomplex, 3: freier Wirkstoff

Die kapillarelektrophoretische Frontalanalyse wird analog zur ersten Variante in der
HPLC durchgefuhrt. Nach Injektion des Protein-Wirkstoffgemisches kommt es zu ei-
ner Auftrennung in die drei Plateaus 1, 2 und 3 ahnlich wie dem Chromatogramm in
Abb. 10 B, allerdings ist deren Anordnung abhangig von der Ladung der Arzneistoffe
im Puffer. So migriert eine kationische Substanz bei kathodenseitiger Detektion am
schnellsten, gefolgt vom Protein-Wirkstoffkomplex. Das ungebundene Protein migriert
am langsamsten. Fur anionische verhalt es sich anders herum [Abb. 11]. Die Berech-

nung der Bindungskonstanten erfolgt analog zur HPLC-Methode [82, 83].
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Abb. 11: Migrationsreihenfolge bei der Frontalanalyse eines kationisch (links) und eines anionisch (rechts)
vorliegenden Arzneistoffes [A"]: Arzneistoff kationisch, [A]: Arzneistoff anionisch,
[AP]: Arzneistoff-Proteinkomplex, [P]: freies Protein
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Hummel-Dreyer- und Vacancy-Peak-Methode

Beiden Methoden liegt das gleiche Prinzip zu Grunde. Es wird jeweils eine GroRen-
ausschluss- oder lonenaustauscher-Saule eingesetzt. Nach Hummel-Dreyer wird ein
wirkstoffhaltiger Puffer als mobile Phase verwendet und als Probe Protein injiziert. Es
resultiert ein Chromatogramm mit einem positiven und einem negativen Peak. Der
positive ist der Komplex aus Protein und Wirkstoff, der negative die ,fehlende® Wirk-
stoffmenge, die in dem Komplex gebunden und an der der Puffer an dieser Stelle ver-
armt ist [Abb. 12] [84, 85].

F 3

Absorption

v

Zeit
Abb. 12: Chromatogramm der Bestimmung mittels Hummel-Dreyer-Methode

Wird der mobilen Phase sowohl der Arzneistoff als auch das Protein zugegeben und
nur Puffer als Probe injiziert, erscheinen beide Signale als negative Peaks. Diese Me-
thode nennt sich ,Vacancy Peak® [86].

Beide Methoden kénnen analog in der CE angewendet werden. Die Bindungs-
konstanten werden jeweils Uber die Verhaltnisse der beiden Peakflachen zueinander
berechnet [87].

Ein Vorteil dieser Methoden ist, dass sie im Gegensatz zu den unter 1.3.1 beschrie-
benen sehr schnell und automatisiert durchgeflhrt werden kénnen. Von Nachteil ist,
dass sie durchaus unterschiedliche Ergebnisse im Vergleich zu dem Dialyse- und
Ultrafiltrationsmethoden liefern. Im Fall der HPLC kann dies zum einen in der Ver-
wendung von gebundenem Protein begrindet sein, da sich dieses in seinen Eigen-
schaften von freiem unterscheidet. Bei der Verwendung von ungebundenem Protein
kann die Affinitat der Arzneistoffe zum Saulenmaterial stéren, da dann ein weiterer

Bindungspartner anwesend ist. Bei den CE-Verfahren wird neben der freien Diffusion
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der Teilchen eine Migration durch das elektrische Feld aufgezwungen, was ebenfalls

die Wechselwirkung zwischen Protein und Arzneistoff verandern kann.

1.3.3. Spektroskopische Methoden

Fluoreszenzspektroskopie

Die Proteinbindungsbestimmung mittels Fluoreszenzspektroskopie basiert auf dem
Vorhandensein eines Tryptophanrestes in der Domane IIA der Sudlow-I-Bindestelle
des HSAs. Dieser fluoresziert selektiv, wenn eine Anregungswellenlange zwischen
295 und 305 nm wahlt wird. Wird unter 295 nm angeregt, emittieren zusatzlich die Ty-
rosinreste und storen dadurch die Bestimmung. Da Emissionswellenlange
und -intensitat von der chemischen Umgebung des Indolrings abhangen und sich bei
der Bindung von Liganden andern, kdnnen Veranderungen beider Parameter fur die
Bestimmung der Proteinbindung herangezogen werden.

BSA hingegen enthalt zwei Tryptophanreste, einen in einer der Suldow-I-Bindestelle
analogen Position des Proteins und einen auf der Oberflache des Proteins. Letzterer
ist daher wenig an der Proteinbindung beteiligt, weshalb im Allgemeinen davon aus-
gegangen wird, dass Anderungen der Fluoreszenz des Proteins nur auf den ersten
Rest zurlckzufuhren sind und BSA und HSA vergleichbare Ergebnisse liefern.
Allerdings liegt im HSA im Gegensatz zum BSA der Trp-Rest aufgrund seiner Umge-
bung bereits teilweise gequencht vor. Hierdurch kann eine Veranderung seiner Um-
gebung durch das Binden eine Liganden einen anderen Effekt auf das Fluorophor ha-
ben, als es beim ungequenchten Rest des BSAs der Fall ist. Wie stark dieser Unter-
schied ist, muss daher im Einzelfall zunachst untersucht werden [14].

Aufgrund der schnellen Durchfuhrung, des einfachen apparativen Aufwands und des
geringen Substanzbedarfs ist die Bestimmung mittels Fluoreszenzspektroskopie eine
der am haufigsten angewandten Methoden. Wie unter 1.3.1 beschrieben, lassen sich
auch hier Parameter wie z.B. Pufferzusammensetzung und Temperatur sehr nahe
den physiologischen Verhaltnissen anpassen, weshalb vergleichbare Ergebnisse zu
den Dialyse-, Ultrazentrifugations- und Ultrafiltrationsmethoden erhalten werden kon-
nen [88-90].
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NMR-Spektroskopie

Auch die Magnetresonanzspektroskopie kann zur Bestimmung von Bindungskonstan-
ten verwendet werden. Hierbei werden die unterschiedlichen chemischen Verschie-
bungen, Peakbreiten und Relaxationszeiten der Signale des Proteins in Anwesenheit
und Abwesenheit des zu bestimmenden Arzneistoffes bestimmt und verglichen [91,
92].

1.3.4. Theoretische Methoden

In-silico-Experimente zur Vorhersage pharmakokinetischer Parameter sind Gegen-
stand der aktuellen Forschung. Auch wenn erste Erfolge auf diesem Gebiet zu ver-
zeichnen sind und Proteinbindungen erfolgreich vorhergesagt werden konnten [93,
94], ist die Entwicklung noch nicht so weit vorangeschritten, dass sie eine gleichwerti-
ge Alternative zu den oben beschriebenen experimentellen Methoden darstellt. Zwar
ist es mdglich, auf diese Weise Anhaltspunkte flir die Proteinbindung einer Substanz
zu bekommen, aber es ist in jedem Fall notig, diese in einem In-vitro- oder
In-vivo-Experiment zu Uberprufen. Auf eine alleinige Berechnung ist beim momenta-

nen Forschungsstand nicht ausreichend Verlass.

25



Einleitung

1.4.

Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegen Arbeit war es, die von Heinze [95] etablierte und von Albert [96] wei-

terentwickelte Methode universeller einsetzbar zu machen und Lésungen fur friher

aufgetretene Bestimmungsprobleme zu finden. Hierfur sollten die folgenden Punkte

untersucht werden:

1.

26

Entwicklung neuer Messzellen, die zum einen die oftmals hohen Proteinverlus-
te wahrend der Messung minimieren sollten und mit denen zum anderen Sub-
stanzen, die aufgrund von Adsorption an die bisherigen Zellen nicht messbar
waren, bestimmen werden konnen.

Entwicklung einer Methode, die stark hydrophobe Substanzen der Messung
zuganglich macht und die nicht potentiell Protein denaturierende Chemikalien
wie DMSO, verwendet.

Weiterflhrung der von Albert begonnenen Experimente zur Verdrangung von
Arzneistoffen aus der Plasmaproteinbindung, um die verwendete Methodik zu
verbessern und um Ruckschlisse auf Bindestellen und —arten von Arzneistof-
fen mdglich zu machen.

Untersuchung der Veranderungen der Proteinbindung durch kovalent an Al-
bumin bindende Arzneistoffe.

Untersuchung der Unterschiede in der Proteinbindung einzelner Sterecisomere
einer Verbindung am Beispiel der Ephedraalkaloide Ephedrin und Pseudo-
ephedrin.

Bestimmung der Proteinbindung von neu entwickelten Fluorchinolonen, um aus
diesem Ergebnissen Struktur-Bindungsbeziehungen ableiten zu kdnnen, die

eine weitere Optimierung der Verbindungen ermdglicht.
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2. Aufbau der Messanlage fur die
kontinuierlichen Ultrafiltration
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2.1. Messanlage

Die in den Kapiteln 3 und 4 beschriebenen Experimente wurden mit Hilfe der beiden
von Heinze und Albert aufgebauten Messanlagen durchgefihrt [Abb. 13] [95, 96].
Diese basieren auf des von /lly und Oehlimann entwickelten Messaufbaus von Nickel
et al. (Universitat Bonn) [97, 98]. Die jeweiligen Optimierungen und baulichen Unter-
schiede werden im Folgenden bei den einzelnen Bauteilen der beiden Anlagen 1 und
2 beschrieben.

6-Wege-Ventil

® 3-Wege-Hahn
Pumpe ®\.

Wasser  Puffer Wirkstofflosung

Injektionsventil @
Gegendruck-
ventil ]
i A =]

UV-Detektor Ultrafiltrationszelle
Abfall

Abb. 13: Schematischer Aufbau der Messanlage zur kontinuierlichen Ultrafiltration
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2.1.1. Durchfiihrung der Messungen

Im folgenden Abschnitt sind die einzelnen Schritte einer Bestimmung der Proteinbin-

dung mittels kontinuierlicher Ultrafiltration aufgelistet. In Klammern sind jeweils die

Kapitel angegeben, in welchen der jeweilige Punkt detailliert beschrieben wird.

Vor der eigentlichen Messung mussen zunachst folgende Vorbereitungen durchge-

fuhrt werden:

Herstellung und Entgasung der Puffer- und Wirkstofflosung [3.1.4, 3.1.6]
Einbau der Messzelle und der Ultrafiltrationsmembran [2.1.3, 3.2.2]

Spulen der Anlage mit Puffer, bis eine konstante Basislinie erreicht ist

Eingabe der Substanz- und Proteineinwaage, sowie der Messzeiten der ein-
zelnen Schritte in die Datenmasken der Messsoftware [2.2.2]

Vorbereitung der Proteinlosung [3.1.7]

AnschliefRend beginnt die Aufzeichnung der Messdaten:

Starten der Messung mit der Programmfunktion ,Datenaufzeichnung® [2.2.2]
Spulen der Anlage mit Wirkstofflosung, bis konstante Absorption am Detektor
erreicht ist [3.2.2]

Spulen der Anlage mit Puffer, bis Absorption am Detektor ,Null“ erreicht hat
Proteininjektion [3.2.2]

Spulen der Anlage mit Puffer, bis Absorption am Detektor ,Null“ erreicht hat
[3.2.2]

Spulen der Anlage mit Wirkstofflosung, bis konstante Absorption am Detektor
erreicht ist [3.2.2]

Spulen der Anlage mit Puffer, bis Absorption am Detektor ,Null“ erreicht hat
[3.2.2]

Programm beendet die Datenaufzeichnung [3.2.2]

Nach der Messung mussen die folgenden Wartungsschritte durchgefuhrt werden:

Ausbau der Messzelle und Reinigung der Ultrafiltrationsmembran [3.2.3]
Reinigung des Injektionsventils [3.2.3]
Spulen der Anlage mit Wasser

Auswertung der aufgezeichneten Daten [3.3]
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2.1.2. Bauteile der Anlage

VorratsgefaRe

Die verwendeten Losungen wurden aus Messzylindern Uber Edelstahlfritten mit einer
PorengrofRe von 2 um angesaugt. Dies verhindert, dass Partikel in die Pumpe und die
Kapillaren der Anlage gelangen und diese verstopfen. Die Messzylinder wurden mit
Parafilm verschlossen, um das Verdunsten der Losungen und eventuelle Kontamina-
tionen durch Staub zu vermeiden. Mit Hilfe der Differenz der Volumina in den Gefa-
Ren und der jeweiligen Dauer des Experiments wurde nach jeder Messung die Fluss-

rate kontrolliert.

6-Wege-Ventil

Um zwischen den Lésungen zu wechseln, wurden 6-Wege-Ventile (Rheodyne, Cotati,
CA, USA, Modell 5011) verwendet. Wahrend der Messung werden nur die Positionen
fur Wirkstoff- und Pufferlosung bendtigt. Zwei weitere Positionen sind mit Wasser und
Methanol-80% zur Reinigung der Anlage belegt. Die Ubrigen Stellungen werden nicht
bendtigt und sind Uber einen Kurzschluss dicht miteinander verbunden, um Ansaugen
von Luft zu verhindern [Abb. 14]. Die Ventile schalten durch Anlegen von Druckluft
und werden beide Uber einen Controller gesteuert, der sowohl den vollautomatischen

Zugriff Uber die Steuersoftware als auch eine manuelle Bedienung ermdglicht.

1 - Wasser

0 2 - Wirkstofflosung
@ @ 3 - Pufferlésung
(P) 4 - Kurzschluss

@ 9 5 - Kurzschluss
e 6 - Methanol 80%

P - Ausgang zur Pumpe

Abb. 14: Belegung der Positionen des 6-Wege-Ventils
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Pumpe und 3-Wege-Hahn

Die Anlagen sind je mit einer HPLC-Pumpe (Modell 2250, Bischoff, Leonberg,
Deutschland) ausgestattet. Es handelt sich hierbei um Doppelkopfpumpen, die auch
bei einem fur die Experimente typischen niedrigen Druck von 0.2-0.3 bar einen pulsa-
tionsarmen und gleichmafigen Fluss ermoglichen. Um Schaden an den Bauteilen der
Anlage und der Ultrafiltrationsmembran zu verhindern, wurde das Systemlimit der
Pumpen auf 4.0 bar eingestellt. Wird dieser Druck Uberschritten, schalten die Pumpen
selbsttatig ab. Mit Hilfe der Purge-Ventile und des vorgeschalteten 3-Wege-Hahns
kénnen die verwendeten Lésungen manuell Gber eine Spritze angesaugt und Luft aus
den Anlagen entfernt werden. Die Pumpensteuerung ist direkt am integrierten Bedie-

nungsfeld oder automatisch Uber die Steuersoftware maoglich.

Injektionsventil

Fur die Proteininjektion ist zwischen Pumpe und Messzelle jeweils ein weiteres
6-Wege-Ventil (Modell 7010, Rheodyne, Cotati, CA, USA) geschaltet. Dieses ist mit
einer Dosierschleife mit einem Volumen von 1 ml ausgestattet und kann nur manuell
bedient werden [Abb. 14].

1 - Dosierschleife

2 - Zufluss von Pumpe

3 - Abfluss zur Messzelle
4 - Dosierschleife

5 - Abfall

6 - Injektionsspritze

Abb. 15: Positionen des Injektionsventils

UV-Detektor

Die beiden Messanlagen sind mit zwei UV-Detektoren unterschiedlicher Bauart aus-
gestattet. Anlage 1 verwendet ein Einstrahlphotometer (Modell M87, Knauer, Berlin,
Deutschland) mit einem Wellenlangenbereich von 205-400 nm und Anlage 2 einen

DAD-3L-Detektor (Bischoff, Leonberg, Deutschland), der bis zu drei Wellenlangen im
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Bereich von 190-395 nm gleichzeitig detektieren kann. Von diesen drei Signalen kon-
nen von der verwendeten Software nur zwei aufgezeichnet werden. Die Schichtdicke
der Durchflusskiivette beider Gerate betragt 1 cm. Fir Messungen tber 400 nm wur-
de in Anlage 2 ein zweiter Detektor (Varian Pro Star UV/Vis Detector, Model 320,
Agilent Technologies Deutschland GmbH, Bdblingen, Deutschland) zwischen dem
ersten DAD-3L und dem Gegendruckventil in Serie eingebaut und jeweils ein Signal-
eingang des Messrechners mit jeweils einem Signalausgang der beiden Detektoren
verbunden, wobei fur den Varian-Pro-Star-UV/Vis-Detector ein BNC-Stecker-Adapter
verwendet wurde. Durch die Serienschaltung ergeben sich fur beide Gerate unter-
schiedliche Totzeiten. Da allerdings beide Signale von der Auswertungssoftware als

getrennte Experimente betrachtet werden, stort dies die Messung nicht.

Gegendruckventil und AbfallgefaR

In beiden Anlagen ist zwischen Detektor und Abfallgefal® ein Gegendruckventil (Arti-
kel: SSI-06-0120, Spence Strainers International, Walden, NY, USA) eingebaut, das
einen Druck von 0.2 bis 10 bar aufbauen kann. Dies ist notwendig um ein Entspannen
der Lésung nach der Messzelle zu verhindern, da sich sonst Luftblasen in den
Schlauchen der Anlage bilden kdonnen. Als Abfallgefal® wurden 250-ml-Messzylinder
verwendet, um das pro Messung durch die Anlagen geflossene Volumen bestimmen

zu kénnen und um die Flussrate und die Dichtigkeit zu kontrollieren.

2.1.3. Messzelle

Die Messzelle stellt das zentrale Bauteil der Anlagen dar. Fur die Bestimmungen wur-
den die bereits von Heinze und Albert beschriebenen Zellen verwendet [95, 96]. Da
diese nicht fur alle Messungen verwendet werden konnten, wurden sie baulich veran-
dert und entsprechend optimiert. Die folgenden Abschnitte beschreiben den generel-
len Aufbau aller Messzellen anhand der PMMA-Zellen. AnschlieRend werden die dar-
aus resultierenden Weiterentwicklungen erlautert und eine kurze Ubersicht gegeben,

welche Zelle fir welche Messungen geeignet ist.
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2.1.3.1. PMMA-Zellen (Standardzelle)

Diese Messzelle besteht aus Polymethylmethacrylat (PMMA). Abb. 16 zeigt ihren
schematischen Aufbau. Sie ist durchsichtig, wodurch der korrekte Zusammenbau und
die Blasenfreiheit der Mischkammer leicht Gberpruft werden kann.

|

Oberteil { I | Auslass
|'|=—7=|" Edelstahlfritte
[l Dichtungsring

— Ultrafiltrationsmemebran
RN EN RN NN NN NS EE RN R _—__________‘__—_—— - -
Filterunterstiitzung

. _‘-‘-‘—_‘——
Unterteil < ! [ —————Mischkammer

[ —————Magnetriihrscheibe
Einlass

Abb. 16: Schematischer Aufbau der Messzellen

Oberteil

Das Oberteil dient zur Abdichtung der Messzelle. Es besitzt am Rand einen Steg, der
daflr sorgt, dass der darunterliegende Dichtungsring auf den Rand der Ultrafiltrati-
onsmembran gedrtickt wird. So wird kein Druck auf deren Filtrationsflache ausgetibt,
was diese beschadigen konnte. Vor dem Auslass des Deckels befindet sich eine
Stanhlfritte mit einer PorengrofRe von 2 um. Diese verhindert, dass Fasern, die sich von
der Membran I6sen konnten, in die Durchflusskiivette des Detektors gelangen und
diese verstopfen oder verschmutzen. Unterhalb des Oberteils befindet sich der Dich-

tungsring, der verhindert, dass der Zelleninhalt seitlich aus der Messzelle austritt.

Ultrafiltrationsmembran

Es wurden Ultracel-Membrane (Millipore®, Bedford, MA, USA) mit einer Ausschluss-
grolle (MWCO) von 10 kDa verwendet. Hierbei handelt es sich um hydrophile Filter
aus regenerierter Cellulose. Dieses Material zeichnet sich dadurch aus, dass es in der
Regel eine geringe Adsorption gegenuber niedermolekularen Substanzen und Protei-
nen zeigt, es aufgrund seiner Fibrillenstruktur eine hohe Retention aufweist und es
kompatibel mit organischen Lésungsmitteln ist. Ein weiterer Vorteil ist, dass diese
Membrane mehrfach verwendet werden kénnen. Aus dem gleichen Grund wurde die

Ausschlussgrofe von 10 kDa verwendet. Da bei langeren Gebrauch die Membran al-
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tert und auch grolere Molekule passieren lasst, kann durch die Wahl dieser Grolde
die Membran langer verwendet werden, bis sie fur Albumin (ca. 65 kDa) durchlassig
wird [99].

Filterunterstiutzung

Die Filterunterstutzung besteht ebenfalls aus PMMA und ist eine Lochscheibe, die die
gleichen Abmessungen wie die Ultrafiltrationsmembran aufweist. Sie schutzt die
Membran vor Beschadigung durch die Drehbewegung der Ruhrscheibe und vor dem
auf dem System lastenden Druck. Sie ist in der Mitte mit 1 mm grof3en Bohrungen
versehen, um der Flussrate keinen Widerstand entgegenzusetzen. Am Rand ist die
Unterstutzung massiv und hoher als in der Mitte. Das Fehlen der Locher in diesem
Bereich verhindert, dass durch den Druck des Dichtrings die Scheibe zerbricht. Die
Erhohung bewirkt, dass zwischen Membran und Lochscheibe ein kleiner Hohlraum

verbleibt, wodurch Uber die gesamte Mittelflache der Membran filtriert wird.

Unterteil, Magnetriihrscheibe und Zellenhalterung

Das Unterteil besteht aus PMMA und beinhaltet die Mischkammer. In dieser wird das
Protein zurlckgehalten und mit der Wirkstofflosung vermischt. Hierflr befindet sich
eine Magnetruhrscheibe in der Kammer. Diese hat vier Lochbohrungen und besteht
aus Polytetrafluorethylen, in das ein Stabmagnet eingebettet ist. Die Bohrungen sind
so angeordnet, dass sie Uber dem Einlass rotieren und es so zu einer besseren
Durchmischung kommt [Abb. 17].

Die Messzelle ist wahrend der Messung in eine Zellenhalterung aus Edelstahl einge-
spannt, die mit vier Flugelmuttern verschlossen wird. Diese Halterung sorgt flr den
noétigen Druck, um die Zelle dicht und verschlossen zu halten [Abb. 17]. Um eine
gleichmaflige Durchmischung der Protein- und Wirkstoffldsung zu gewahrleisten,
steht die Zellenhalterung inklusive Messzelle wahrend des Versuchs auf einem Mag-
netruhrer (RH basic, IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland).
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Abb. 17: Funktion der Riihrscheibe in Draufsicht (links) und Seitenansicht (Mitte) des Unterteils; Messzelle
eingespannt in die Zellenhalterung (rechts)

Optimierung der PMMA-Zellen

Die bisher verwendeten PMMA-Zellen konnten oft nicht ausreichend abgedichtet wer-
den, was eine zuverlassige Retention des Proteins an der Filtermembran nicht ge-
wabhrleistete. Zur Verbesserung der Dichtigkeit wurden daher im Rahmen dieser Ar-
beit Zellen konstruiert, bei denen der Steg des Oberteils um 0.5 mm verkurzt wurde.
Dadurch kann auf den Dichtungsring ein hoherer Druck ausgeubt werden, ohne dass
das Oberteil auf die Membran drickt und diese beschadigt. In Kombination mit Dich-
tungen mit kleinerem Durchmesser konnten die Proteindurchgange wahrend der

Messung stark reduziert werden.

Verwendung der PMMA-Zellen

Die PMMA-Zellen sind die bevorzugten Zellen fur die Bestimmung der Proteinbin-
dung. Das Material ist harter im Vergleich zu fluorierten Materialien wie PVDF und
PTFE und somit weitestgehend abnutzungsresistent. Durch ihre Transparenz konnen
die Vorgange in der Mischkammer jederzeit verfolgt werden. Sie sind leichter zusam-
menzubauen und kostengunstiger in der Herstellung als die Zellen aus PVDF. Daher
sollte auf diese nur zuruckgegriffen werden, wenn die Messung mit PMMA-Zellen

nicht maoglich ist.
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2.1.3.2. PVDF-Zellen

Fur die Messung von Substanzen, die eine starke Adsorption an PMMA zeigten, wur-
den im Zuge der vorliegenden Arbeit PVDF-Zellen konstruiert. Der schematische Auf-
bau dieser Zellen ist identisch mit dem der PMMA-Zellen [Abb. 16], wobei Oberteil,
Unterteil und Filterunterstitzung aus Polyvinylidenfluorid (PVDF) bestehen. Dieses ist
opak und weicher als PMMA. Beim Zusammenbau muss daher besonders darauf ge-
achtet werden, dass keine Luft in der Mischkammer eingeschlossen wird, ggf. muss
die Zelle vor der Messung langer mit Puffer gespult werden, um die Blasen auszuspu-
len. Die Gewinde sind besonders vorsichtig zu behandeln, da sich das Material leicht
abreiben lasst und die Gewinde leicht ausfransen, was sie undicht werden Iasst. Die
Herstellungskosten liegen wesentlich Uber denen des PMMA-Modells. Vorteil der
PVDF-Zellen ist, dass sie chemisch inerter sind und mit ihnen auch Substanzen ver-
messen werden konnen, die an PMMA adsorbieren.

Eine weitere Mdglichkeit um chemisch inerte Zellen zu erhalten, ware die Verwen-
dung von Edelstahl fur Ober- und Unterteil. Die meisten Substanzen zeigen an dieses
Material eine schwachere Adsorption als an viele Kunststoffe. Die Filterunterstitzung
musste in diesem Fall aus PTFE gefertigt werden, da eine Stahlscheibe bei der Loch-
bohrung Spannung aufbaut, wodurch es zu Verformung und/oder zum Bruch der
Scheibe kommen kann. Aufgrund der hoheren Kosten und der aufwandigen Bearbei-
tung von Stahl wurde auf den Bau einer solchen Zelle verzichtet, zumal sich die in
Kapiteln 4.3, 4.4 und 4.5 aufgetreten Probleme meist auch mit Hilfe der PVDF-Zellen
I0sen liellen. Fur kunftige Probleme dieser Art konnte eine solche Zelle allerdings

durchaus niitzlich sein.

2.1.3.3. Zellen fuir Messungen bei hoheren Driicken

Die Zelle wurde im Rahmen dieser Arbeit fir Messungen mit mizellenhaltigem Puffer
[vgl. 3.1.5] entwickelt, da dieser zu einem starken Anstieg des Anlagendrucks wah-
rend der Messung fuhrt. Bei der Verwendung anderer Puffer ist die Verwendung der
normalen PMMA sinnvoller, da durch den zweiten Dichtungsring bei den Zellen fur

Messungen bei hdheren Dricken ein blasenfreier Zusammenbau schwieriger ist.
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Der Aufbau der Zellen fur Messungen bei hdoheren Dricken gleicht dem der bisher
beschriebenen Zellen. Sie bestehen ebenfalls aus PMMA mit dem Unterschied, dass
im Unterteil eine zusatzliche Rille eingedreht wurde, um einen zweiten Dichtungsring
in die Zelle einsetzen zu kdnnen ohne das Volumen Mischkammer zu verandern. Die-
ser zweite Ring ist notwendig, um die Zelle bei dem unter 4.5.4 beschriebenen Druck-
anstieg abzudichten. Fehlt dieser, wird ein Teil des Zellvolumens seitlich aus der Zelle
gedruckt, wodurch eine sinnvolle Messung nicht mehr moglich ist. Werden in die unter
2.1.3.1 und 2.1.3.2 beschriebenen Messzellen ein zweiter Ring unter die Filterunter-
stutzung gelegt, halten diese dem Druck ebenfalls stand, jedoch werden so bei der
Messung Spulkurven erhalten, die einen unregelmafligen Kurvenverlauf aufweisen.
Dies konnte darin begrundet sein, dass bei dieser Vorgehensweise eine schlecht
durchmischte Totzone entsteht, in der sich Protein und/oder Arzneistoff unkontrolliert
ablagern konnen. Die Verlaufe der daraus resultierenden Spulkurven sind nicht ein-
heitlich und weisen an einer oder mehreren Stellen kurze Plateauphasen auf,
wodurch der Anstieg der Absorption stufig erscheint. Da bei der Auswertung aus dem
Kurvenverlauf Anzahl und Belegung der Bindungsstellen berechnet werden, sind die

so erhaltenen Kurven fur die Auswertung nicht verwendbar.

Zusatzlicher
Dichtungsring/
Totzone

II= b

Abb. 18: Modifizierte Zelle fiir Messungen bei hoherem Druck (links); schlecht durchmischte Totzone bei
der Verwendung der PMMA-Zellen

2.1.3.4. Alternative Membranmaterialien

Fir die meisten Messungen sind Membrane aus regenerierter Cellulose am besten
geeignet. Allerdings zeigen einige Substanzen eine starke Adsorption an dieses Mate-

rial, weshalb im Einzelfall die Membranmaterialien zurickgegriffen werden muss.
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Polycarbonat

An Polycarbonat-Membranen zeigten Substanzen wie GHQ168 [siehe 4.5.4], die eine
hohe Bindung zu regenerierter Cellulose hatten, eine geringere Adsorption. Da zurzeit
Membranen mit Porengréf3en, die eine Retention von Albumin ermdglichen, nicht
mehr im Vertrieb sind, konnte nicht Uberprift werden, ob sich diese fir die Bestim-
mung der Proteinbindung eignen. Sollten sie zukunftig wieder erhaltlich sein, konnten

sie eine wertvolle Alternative zur regenerierten Cellulose darstellen.
Polyethersulfon

Viele Substanzen zeigen eine starkere Adsorption an Polyethersulfon (PES) als an
regenerierte Cellulose [95], dennoch war die Bindung der Substanz GHEK15 an die
PES-Membran deutlich geringer als an Filter aus regenerierter Cellulose. Die Adsorp-
tion an Polyethersulfon-Membrane ist folglich nicht zwangslaufig héher. Des Weiteren
ist PES weniger poroés und hat dadurch eine geringere Oberflache. Durch Inkubation
mit Wirkstofflosung kann die Membran vor der Messung abgesattigt werden, um aus-
wertbare Spulkurven zu erhalten [vgl. 4.5.4]. Allerdings ist dieses Vorgehen substanz-

o
Q
& oionj[(j@z

Abb. 19: Strukturen von Polycarbonat (links) und Polyethersulfon (rechts)

konsumierend.

n

2.1.3.5. Dichtigkeitstest der Messzelle

Ein erhohter Proteindurchgang wahrend der Messung kann mehrere Ursachen haben.
Die Ultrafiltrationsmembran kann beschadigt oder zu lange in Gebrauch sein oder die
Messzelle ist undicht. Dies ist der Fall, wenn sie falsch zusammengebaut wurde, der
Dichtungsring poros ist oder die Zelle dem Druck wahrend der Messung nicht stand
halt [vgl. 2.1.3.3 und 4.5.4]. Da ein unnotiger Austausch der Membran teuer ist und

sich die Suche nach der Ursache zeitaufwandig gestalten kann, wurde in Rahmen
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dieser Arbeit der folgende schnelle und einfach durchzufuhrende Dichtigkeitstest fur

diese Zellen entwickelt.

Tritt nach der Injektion ein erhéhter Proteindurchgang auf, wird eine weitere Protein-

probe (ca. 40 mg/ml) in einer 0.1%igen Brilliantblau-G-Losung gelost und Uber das

Injektionsventil in die Messzelle injiziert. Der Farbstoff bindet sehr stark an Albumin

und hat eine sehr intensive blaue Farbe, die auch in den opaken Teflonschlauchen

der Anlage gut zu erkennen ist [100]. Anhand der Passage der Farbe durch die Mess-

zelle kann die Ursache der Undichtigkeit wie folgt bestimmt werden:

Fall 1: Ein Teil der Farbe passiert rasch die Zelle, wahrend ein Grof3teil unterhalb der
Ultrafiltrationsmembran zurtickgehalten wird. In der Aufsicht der Zelle wirkt die
Membran gleichmaRig blaulich [Abb. 20].

Abb. 20: Das Protein wird teilweise zuriickgehalten (links), der Proteindurchgang ist erh6ht, ohne dass ein
undichte Stelle direkt zu erkennen ist (rechts).

In diesem Fall ist die Membran die Ursache. Durch Beschadigung oder Alte-
rung ist die Durchlassgrenze erhoht. Zunachst wir der ungebundene Farb-
stoffanteil rasch abfiltriert, wahrend der an das Protein gebunden Anteil nur
langsam zusammen mit dem Protein die Membran passiert kann und sich
deshalb zunachst an dieser anreichert. Das Problem kann durch den Aus-

tausch der Ultrafiltrationsmembran behoben werden.
Fall 2: Ein Teil der Farbe passiert rasch die Zelle, wahrend ein Grol3teil unterhalb der

Ultrafiltrationsmembran zurlickgehalten wird. In der Aufsicht der Zelle sind

blaue Schlieren vom Zellenrand zur Fritte im Oberteil zu erkennen [Abb. 21].
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)=

Abb. 21: Das Protein wird teilweise zuriickgehalten (links), der Proteindurchgang ist erh6ht, das am Filter

Fall 3:

vorbeiflieBende Protein ist in der Aufsicht deutlich zu erkennen (rechts).

In diesem Fall ist die Zelle undicht. Die gefarbte Proteinlésung wird hierbei an
der Ultrafiltrationsmembran vorbei durch die Zelle gedruckt, wodurch die
blauen Schlieren entstehen. Auch hier kann der ungebundene Farbstoff zu-
nachst schneller durch die Messzelle eluieren, da er sowohl die Membran als
auch die undichte Stelle passieren kann. Hierflr ist meist ein defekter Dich-
tungsring verantwortlich. Sollte das Problem trotz neuer Dichtung weiter be-

stehen, kann die Zelle beschadigt sein und muss ausgetauscht werden.

Die Farbe passiert rasch und gleichmafig die Zelle ohne dass ein Teil zu-
ruckgehalten wird [Abb. 22].

G =

Abb. 22: Das Protein wird nicht zuriickgehalten (links), der Proteindurchgang ist erhoht. Das Protein flieBt
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liber weite Teile der an der Membran vorbei (rechts).

In diesem Fall ist die Zelle falsch zusammengebaut. Wird die Zellenhalterung
nicht fest genug angezogen und/oder ist das Oberteil schrag aufgesetzt, kann
ahnlich wie im Fall 2 die Proteinldsung ungehindert an der Membran vorbei
durch die Zelle flieRen. Das Problem lasst sich durch erneuten, korrekten Zu-

sammenbau der Zelle beheben.
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2.1.4. Zubehor und Kleinteile

Die folgende Aufstellung gibt Verbrauchsmaterialien und ihre Bezugsquellen an, die

fur den Betrieb der Anlage nétig sind.

Firma Agilent Technologies Deutschland GmbH (Bdblingen, Deutschland):
- Finger-tight PEEK fittings, 1/16" (10/pk) Art.-Nr. 5063-6591
Diese werden zur Verbindung von der Messzelle mit den Teflonkapillaren ver-
wendet. Auf die Verwendung von Metallfittings sollte verzichtet werden, da die-
se die Gewinde (besonders der PVDF-Zellen) stark abnutzen und beschadi-

gen.

Firma Latek Labortechnik-Gerate GmbH (Eppelheim, Deutschland):
- Edelstahlfritten 2 um Art.-Nr. 8020-8020

Firma Schwarz GmbH (Wurzburg, Deutschland):
- O-Ring 41x3 — 70/NBR Art.-Nr. OR0300X04100
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2.2. Steuergerate der Messanlage

2.2.1. Steuerung der Gerate

Die Steuerung beider Anlagen erfolgt jeweils Uber einen Rechner mit Windows-XP als
Betriebssystem. Der PC ist Uber eine RS232-Schnittstelle mit der Pumpe und dem
WsA-Controller verbunden. Uber diesen wird zum einen ein Steuergerat kontrolliert,
dass das 6-Wege-Ventil schaltet und zum anderen die Signale des Detektors ge-

sammelt und an den Rechner weitergegeben.

—I—» kein Zugriff

| | + nur Signallibertragung
| —— Zugriff
O

K I.II_II_II_II—I I 5
@ ER | ©
Pumpe ; Computer Injektionsventil
) WA - > @
UV-Detektor W A-Controller Steuergerat 6-Wege-Ventil

Abb. 23: Steuerung der Anlage

Dadurch ergibt sich jeweils eine unterschiedliche Bedienung der einzelnen Bauteile.
Uber den Rechner kann die Pumpe an- und ausgeschaltet und ihre Flussrate veran-
dert werden. Dies kann auch manuell an der Bedienungskonsole der Pumpe erfolgen.
Alle weiteren Funktionen, wie die Einstellung des maximalen Drucks mussen Uber die
Bedienungskonsole gesteuert werden. Das 6-Wege-Ventil kann vollautomatisch Uber
die Software oder manuell Uber den WsA-Controller geschaltet werden. Der
UV-Detektor kann nur Uber seine Bedienungskonsole eingestellt werden, die von ihm
ausgehenden Signale werden nur aufgezeichnet. Das Injektionsventil kann nur manu-

ell bedient werden, ebenso der Magnetruhrer.
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2.2.2. Aufbau und Funktion der Messsoftware

Die Anlagen werden mittels der Software ,WsA-Protein® bedient, die von Dr. B. Reyer
programmiert wurde. Das folgende Kapitel erklart die wichtigsten Funktionen, die fur
die Durchfihrung einer Messung und die Wartung der Anlagen bendtigt werden.
Beim Start der Software erscheint zunachst das Programmmeni mit den folgenden
Punkten:

- Dateneingabe

- Datenanderung

- Datenaufnahme

- Methoden-Erstellung

- Testprogramm
Die Funktion Dateneingabe legt eine neue Speicherdatei flr die aktuelle Messung an
und o6ffnet zunachst das Fenster ,Programm-Steuerung-Daten®, in dem Substanz,
Protein, Messzelle, Vorversuch und Hauptversuch ausgewahlt werden. Nach deren
Auswahl werden die Datenmasken dieser funf Parameter nacheinander gedéffnet und
die Angaben, die zuvor in der Methoden-Erstellung eingegeben wurden, kénnen
nochmals kontrolliert und korrigiert werden [Abb. 24].
Bei der Datenanderung wird zunachst eine bestehende Messung geodffnet, wonach
anschliel3end, wie bei Dateneingabe, die Datenmasken der einzelnen Parameter auf-
gerufen und nachbearbeitet werden kénnen. Wurde z.B. bei der Methodenerstellung
versehentlich eine falsche Proteineinwaage eingegeben, kann diese hier korrigiert
werden [Abb. 24].
Der Punkt ,Datenaufnahme® fragt zunachst ab, ob die korrekte Wellenlange am De-
tektor eingestellt ist und wie lange die Entliftungszeit vor Versuchsbeginn sein soll.
Die Frage nach der Wellenlange dient als Erinnerung, deren Einstellung zu kontrollie-
ren. Das Programm gibt an dieser Stelle zwar die in der Datenmaske der Substanz
hinterlegte Messwellenlange an, aber die Einstellung am Detektor kann nur manuell
an dessen Bedienungskonsole erfolgen [vgl. 2.2.1]. Da der Versuch erst gestartet
wird, wenn die Anlage frei von Blasen ist, wird die zweite Frage stets mit ,0“ beant-
wortet und der Versuch startet nach Bestatigung dieser Eingabe automatisch, indem
das Fenster ,ProteinRUN® gedffnet und mit der Datenaufzeichnung begonnen wird
[Abb. 24].
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Abb. 24: Aufbau der Meniifunktionen “Dateneingabe”, “Datenédnderung” und “Datenaufnahme”

Wird der Punkt ,Methoden-Erstellung” aufgerufen, 6ffnet sich ein weiteres Menu [Abb.
25]. Hier kénnen die Datenmasken der einzelnen Parameter erstellt werden.

Mit der Auswahl ,Substanz* und ,Andern“, lassen sich die Masken der einzelnen Sub-
stanzen aufrufen. AnschlieRend werden die Angaben zur Substanz wie Name, Mol-
masse, Summenformel und Einwaage eingegeben. Das Programm kann bis zu 102
dieser Masken anlegen und speichert diese unter der entsprechenden Nummer. Ana-
log kann die Protein-, Kammer- und Vorversuchsmaske bearbeitet werden.

In der Hauptversuchsmaske kénnen die Zeiten flr die einzelnen Versuchsschritte ein-
gegeben werden. Nach Ablauf der jeweiligen Zeit fahrt das Programm selbststandig
mit dem nachsten Schritt fort. Eine Ausnahme ist die Protein-Injektion, vor der das
Programm angehalten wird und erst nach Bestatigung der Injektion fortgesetzt. Jeder
Schritt darf maximal 120 Minuten dauern, eine langerer Zeitraum, wird vom Programm
nicht akzeptiert. Wahrend der Messung kann ein Schritt jederzeit manuell durch Kili-
cken auf den ,STOP“-Button im Fenster ,ProteinRUN“ beendet werden, wonach das

Programm mit dem nachsten Schritt fortfahrt. Eine Verlangerung der Schrittdauer
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wahrend des Laufs ist nicht moglich. Wird eine Substanz zum ersten Mal vermessen,
ist es daher sinnvoll zunachst alle Schritte auf die maximale Lange von 120 min zu
setzen. Fur die darauffolgenden Messungen koénnen die Zeiten, die fur die einzelnen
Schritte effektiv nétig waren, dann entsprechend programmiert werden.

WSA-Protein - EEE

I.;.:-'-?l:ﬂ‘d. .

PROGRAMM - MENUE
Gt [Fethoden poren_venie 00 [Substane oaten

Datenanderung. —
Datenadfnahme 2:?::1&
Datenauswertung
‘Methaden-Erstellung
TEST-Programm

DATEN-Sicherung

Kopf-Ausdruck
Kopieren [ il to filz ]

v Substanz
Protein

EXIT Kammer
Vorversuch
Hauptversuch: £ ge 2 =)
PROGRAMM - MENUE S & ; {

Protein-Daten

Abb. 25: Aufbau und Funktion der “Methoden-Erstellung” am Beispiel der Substanz- und Protein-
Datenmaske

Mit Hilfe des Test-Programms konnen die Pumpe und das 6-Wege-Ventil direkt be-
dient werden. Dies ist vor allem beim vor jedem Versuch durchzufihrenden Spulen

der Anlage nutzlich [Abb. 26].
[wsaporon e =

11:51:04
PROGRAMM - MENUE

Dateneingabe Testlauf Pumpen-Status
Datenanderung ventil schalten SET FLOW
Datenaufnahme LufE-Yertil An START
Datenauswertung LaFE-4 el A5 STOP
Methaden-Erstellung Pumpe

TEST-Programm

EXIT
RESET / TEST Cantroller

DATEM-Sicherung

EXIT
EXIT

Abb. 26: Aufbau des “Test-Programms”
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3. Versuchsdurchfuhrung
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3.1. Verwendete Substanzen und Gerate

3.1.1. Wirkstoffe

Fur die in Kapitel 4 beschriebenen Experimente wurden die folgenden Arzneistoffe

verwendet:
Wirkstoff
Acetylcystein
Ambroxol-HCI

Carbamazepin

Diclofenac-Na

Diphenhydramin-HCI
Dipyridamol

(1R,2S)-Ephedrin-HCI
(1S,2R)-Ephedrin

rac Ephedrin-HCI
Etacrynsaure
Furosemid

Ibuprofen
Imipramin-HCI

Nefopam-HCI
Nifedipin
Phenprocoumon

Piroxicam

(1S,2S)-Pseudoephedrin
(1R,2R)-Pseudoephedrin

Salicylsaure
Tryptophan
Warfarin
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Bezugsquelle

Berlin Chemie AG, Berlin, Deutschland

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim
am Rhein, Deutschland

Woérwag Pharma GmbH & Co.KG, Baéblingen, Deutschland
Dr. Kade Pharmazeutische Fabrik GmbH, Berlin,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim
am Rhein, Deutschland

Caesar & Loretz GmbH, Hilden, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Knoll AG, Minden, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Winthrop Arzneimittel, Frankfurt am Main, Deutschland
Berlin Chemie AG, Berlin, Deutschland

Alfred E. Tiefenbacher GmbH & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Krewel Meuselbach GmbH, Eitorf, Deutschland

Rentschler Biotechnologie GmbH, Laupheim, Deutschland
Woérwag Pharma GmbH & Co.KG, Béblingen, Deutschland
Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
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Darlber hinaus wurden die nachfolgenden von Mitarbeitern der Arbeitskreise Holz-

grabe und Bringmann synthetisierten Substanzen vermessen:

Substanzgruppe synthetisiert von zuerst synthetisiert von

Bisnaphthalimide Tischer Tischer, Bender [101, 102]

Naphthylisochinoline Albers Gulder [103]

Fluorchinolone Hiltensperger Hiltensperger, Niedermeier
[104, 105]

3.1.2. Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden fir die Versuchsdurchflihrung verwendet:

Substanz Bezugsquelle

Acetylcysteamin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Cysteamin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Cystein Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Dimethylsulfoxid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ellman-Reagenz Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
NayHPO4 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaH;PO4 * 2 H,O Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natronlauge Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Nicotinsaurenitril Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Thiosalicylsaure Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Phosphorsaure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Polysorbat 20 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

3.1.3. Proteine und Ultrafiltrationsmembrane

FUr die Herstellung der Proteinldsungen wurden die folgenden Albumine der Firma
Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland) verwendet:

Albumin from human serum lyophilized powder, 296% Art.Nr. A1653

Albumin from bovine serum =98%, lyophilized powder Art.Nr. A7906
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Die Ultrafiltrationsmembrane wurden von Merck Millipore (Billerica, MA, USA) bezo-
gen:

Ultrafiltration Discs, PLGC, Ultracel regenerated cellulose, 10 kDa NMWL, 47 mm
Art.Nr. PLGC04710

Ultrafiltration Discs, PLTK, Ultracel regenerated cellulose, 30 kDa NMWL, 47 mm
Art.Nr. PLGCTK04710

Ultrafiltration Discs, PBTK, Biomax polyethersulfone, 30 kDa NMWL, 44.5 mm

Art.Nr. PBTK04310 (auRer Handel)

3.1.4. Pufferlosung

FiUr die Herstellung aller bendtigten Losungen wurde der bereits von Heinze und Al-

bert beschriebene Phosphatpuffer, mit folgender Zusammensetzung, verwendet:

NayHPO,4 100.0 mM == 3.210 g/l
NaH;PO4 * 2 H,O 22.6 mM =S 0.800 g/l
Natriumchlorid 5.1 mM = 5.488 g/l

Die Salze werden eingewogen und in ca. 800 ml Milipore®-Wasser geldst. Anschlie-
Rend wird der pH-Wert der Losung bestimmt und ggf. mit 1 M Natronlauge oder 1 M
Phosphorsaure auf pH 7.4 eingestellt. Die Losung wird in einen 1l-Messkolben uber-
fuhrt, mit Millipore®-Wasser zu 1 | erganzt und fur 30 min mit Ultraschall entgast.

Der so erhaltene Puffer entspricht in seiner Tonizitat und seinem pH-Werte dem des
Blutes. Er sollte nicht langer 2-3 Tage verwendet werden, da ansonsten Ausflockun-
gen durch mikrobiellen Befall auftreten, die zu Verstopfungen der Anlage fihren kon-
nen.

Da die Losungsgeschwindigkeit der Phosphatsalze sehr langsam ist, wurde meist ein
10-fach konzentriertes Pufferkonzentrat vorbereitet, um die Herstellung zu beschleu-
nigen und zu vereinfachen. Es ist aufgrund seiner hohen Tonizitat mikrobiell kaum an-
falig und zeigt Uber mehrere Wochen weder Ausflockungen noch
pH-Wertveranderungen. Bei der Pufferherstellung wurden zunachst 100 ml dieses
Konzentrates zu ca. 800 ml mit Milipore®-Wasser verdunnt. AnschlieRend wurde wei-

ter verfahren, wie oben beschrieben.
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3.1.5. Pufferlosungen fir schlecht wasserlosliche Stoffe

FUr die Herstellung von Wirkstofflosungen schlecht wasserloslicher Stoffe kdnnen
dem Phosphatpuffer als Losungsvermittler Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Polysor-
bat 20 zugesetzt werden.

DMSO kann bis zu einer Konzentration von 10 % (V/V) zugesetzt werden [96]. Die
L6sung beginnt sich nach einigen Stunden zu zersetzen, was durch einen stechenden
Geruch zu erkennen ist. Deshalb sollte der Puffer stets frisch hergestellt und Reste
verworfen werden.

Polysorbat 20 kann in Konzentrationen von 0.1-1 mM zugegeben werden. Konzentra-
tionen Uber 1 mM konnen nicht verwendet werden, da der Druck, aufgrund der Bil-
dung komplexerer Mizellsysteme als Kugelmizellen, wahrend der Messung in der Zel-
le stark ansteigt [vgl. 4.5.4]. Bei Konzentrationen unter 0.1 mM tragt Polysorbat 20
nicht mehr zu Verbesserung der Loslichkeit eines Stoffes bei, da hier seine CMC un-
terschritten ist und keine Mizellen mehr gebildet werden [106]. Welche Polysor-
bat-20-Konzentration fur die Losung einer Substanz am besten geeignet ist, muss im
Einzelfall experimentell bestimmt werden.

Da Polysorbat 20 eine hoch-viskose Flussigkeit ist, die sich schlecht abwiegen lasst,
ist es sinnvoll eine weniger viskose Losung in Puffer herzustellen, die dann volumen-
dosiert zugegeben werden kann. Bei der Herstellung dieser Losung ist zu starkes
Ruhren oder Schitteln zu vermeiden, da dies zu Bildung stabilen Schaumes flhrt,
was das Pipettieren erschwert.

Bei der Messung von Substanzen, die schlecht in der Pufferlésung I6slich sind, sollte
aufgrund der leichteren Handhabung zunachst versucht werden, mit Hilfe von DMSO
eine klare Lésung zu erhalten. Erst wenn dies nicht zum Erfolg fuhrt, sollte auf die

aufwendigere Polysorbat-20-Variante zurlickgegriffen werden.

3.1.6. Wirkstofflosung

Die Wirkstoffe werden in den unter 3.1.4 und 3.1.5 beschriebenen Puffern gelost;
hierbei sollte die Absorption in der Plateauphase idealer Weise im linearen Bereich
des Lambert-Beer'schen-Gesetzes von 0.2-0.8 AU liegen. Das Verhaltnis von Protein

und Wirkstoff sollte idealerweise 0.4-0.8 betragen. Die Arbeit von Oehlmann zeigt al-
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lerdings, dass eine Abweichung von diesen Parametern keinen Einfluss auf das Mes-
sergebnis hat und es somit mdglich auch mit anderen Verhaltnissen reproduzierbare

Ergebnisse zu erhalten [98, 107].

ca. 1-2.5 mg Substanz*

R\
\\
o
ol
|6slich in 6slich in
Saure Wasser Alkali 1-10 % DMSO DMSO/DMF
l l in Wasser l

l6sen in1 ml |6senin1 ml |6sen in |6sen in max. 1 ml

0.1 M HCI v 0.1 M NaOH 1-10 mlI DMSO DMSO/DMF

\_ ) l
Y

1 mM Pol bat-20-Puffi
mit Phosphatpuffer auf 100 ml auffillen m olysorba urrer

auf 100 ml auffillen

* Abhdngig von Molekularmasse und Absorptionskoeffizient

Abb. 27: Entscheidungsbaum fiir die Herstellung der Wirkstofflésung

Ldsen sich Substanzen schlecht in den Puffermedien, kdnnen sie je nach ihren Sau-
re-Base-Eigenschaften mit 0.1 M Salzsaure oder 0.1 M Natronlauge angeldst werden.
Lipophile Neutralstoffe werden bei der Verwendung der DMSO-haltigen Puffer am
besten in der gesamten DMSO-Menge gelost und anschlieend mit reinem Puffer auf
das erforderliche Endvolumen aufgefulit.

Bei der Verwendung des Polysorbat-20-haltigen Puffers werden von diesem ca. 90 %
vorgelegt. Die Substanz wird in maximal 1 ml DMSO oder DMF gel6st und in den vor-
gelegten Puffer pipettiert. AnschlieRend wird mit Polysorbat-20-haltigem Puffer auf
das erforderliche Endvolumen aufgefullt [Abb. 27].

Die Wirkstofflosung wird vor der Verwendung 30 min im Ultraschallbad entgast.
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3.1.7. Proteinlosung

Um Bedingungen zu schaffen, die denen im menschlichen Korper moglichst ahnlich
sind, lag die Konzentration des Albumins in der Wirkstofflosung stets zwischen
38 und 42 mg/ml, was der physiologischen Konzentration im Blut entspricht. Das Pro-
tein wird in dem flur die Wirkstofflosung verwendeten Puffer gelést. Um die hierbei
leicht auftretende Schaumbildung zu vermeiden sollte, der Messkolben nur leicht ge-
schwenkt und/oder kurz in ein Ultraschallbad getaucht werden. AnschlieRend wird das
Protein vorsichtig in eine 2-ml-Spritze aufgezogen, wobei Schaumbildung ebenfalls
zu vermeiden ist, da auf diese Weise Luftblasen in die Anlage gelangen und das

Messergebnis storen kdnnen.

3.1.8. Wasser

Fir die Herstellung aller fir die Bestimmung notwendiger Lésungen wurde Millipo-
re®-Wasser verwendet, das mit einer Milli-Q-Synthesis-Anlage (Billerica, MA, USA),
hergestellt wurde.

3.1.9. Gerate

Fur die Aufnahme der UV-Spektren der zu vermessenden Substanzen und fur die

Herstellung der bendtigten Losungen wurden die folgenden Gerate verwendet:

UV/Vis-Spektrophotometer:

Varian Cary 50 Bio UV-Visible Spectrophotometer, Agilent Technologies Deutschland
GmbH, Bdblingen, Deutschland

Shimadzu UVmini-1240 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu Deutschland GmbH,
Duisburg, Deutschland

Waagen:

Sartorius CPA225D-0CE, Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Kern 770, KERN & SOHN GmbH, 72336 Balingen, Deutschland

Mettler Toledo AB104-S/PH, Mettler-Toledo GmbH, Gief3en, Deutschland

53



Versuchsdurchfiihrung

pH-Meter:
PHM220 Lab pH-Meter Radiometer Analytical SAS, Lyon, Frankreich

Ultraschallbad:
Bandelin Sonorex Model RK 156, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin

Deutschland

3.2. Versuchsablauf

Eine Messung besteht aus funf Versuchsschritten [Abb. 28]. Bei jedem dieser Teile,
mit Ausnahme des vierten Teils ,Proteininjektion®, wird die Anlage zunachst mit Wirk-
stoffldsung beladen bis ein konstantes Absorptionsplateau erreicht ist. Anschliel3end
wird solange mit Pufferldsung gesplilt, bis die Absorption wieder bei null ist. Auf diese
Weise werden jeweils zwei Spulkurven pro Versuchsteil erhalten. In Falle der ,Pro-

teininjektion“ wird nur mit Puffer gespuilt und folglich nur eine Kurve aufgezeichnet.

| Versuchsteil 1:,,0hne Reaktionskammer” I

|

| Einbau der Ultrafiltrationszelle | Vorversuch

I

| Versuchsteil 2:,,Mit Kammer, ohne Membran” l

| Einbau der Ultrafiltrationsmembran |

| Versuchsteil 3:,, Mit Kammer, mit Membran” I*\
|
| Protein injizieren |
l
| Versuchsteil 4: , Proteininjektion “ l > Hauptversuch
[

| Injektionsventil auf ,Load” stellen |

!

| Versuchsteil 5: ,Mit Kammer, mit Protein” I_/

Abb. 28: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs
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3.2.1. Vorversuch

Im Vorversuch werden die Kurven fur das Einspulen der Wirkstofflosung und das an-
schlielende Ausspulen des Wirkstoffes mit Puffer, ohne eingebaute Messzelle aufge-
nommen (Versuchsteil 1). AnschlieRend werden die gleichen Kurven mit eingebauter
Messzelle aber ohne eingelegte Membran aufgezeichnet (Versuchsteil 2). Diese Da-
ten werden fur die Bestimmung der Proteinbindung nicht bendtigt. Der Vorversuch
dient zur Wartung der Anlage und als Test, ob die Konzentration der Wirkstofflosung
fur die Messung geeignet ist. So ist es moglich, die Anlage auf Undichtigkeiten und
korrektes Fordervolumen der Pumpe zu prifen, Adsorption der Wirkstoffe an die Fil-
termembran festzustellen und die Hohe der Absorption in der Plateauphase zu be-
stimmen. Da Dichtigkeit und Fordervolumen - wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben - mit
Hilfe der Vorrats- und Abfallgefale berechnet werden kdnnen und die Hohe der Ab-
sorption im Plateau mit Hilfe eines UV/Vis-Spektrophotometers schneller ermittelt
werden kann, kann im Routinebetrieb auf den Vorversuch meistens verzichtet wer-

den.

3.2.2. Hauptversuch

Alle Schritte des Hauptversuches werden fur die spatere Berechnung der Proteinbin-
dung bendtigt. Im Versuchsteil 3 wird zunachst die Messzelle wie folgt zusammenge-
baut. Das Unterteil wird mit der Anlage verbunden und mit Puffer gefullt. Ruhrscheibe
und Filterunterstitzung werden vorsichtig in die Mischkammer gesetzt, die Membran
wird aufgelegt und vorsichtig mit dem Dichtungsring nach unten gedrtckt. Anschlie-
Rend wird das Oberteil aufgesetzt und mit der Anlage verbunden. Die Messzelle wird
in die Halterung eingespannt und die Anlage spult fur ca. 30 min mit Puffer [vgl. Abb.
16].

Ist die Absorption am Detektor konstant, wird an diesem die Taste ,Zero“ gedrickt,
das Injektionsventil auf ,Load” gestellt und die Kurven werden analog zum Vorversuch
aufgenommen. Zunachst werden die Wirkstoffkurve und die Spulkurve ohne Protein
erhalten [Abb. 29]. Die Erste weist im Idealfall nach spatestens 60 min eine konstante

Absorption auf. Die Zweite sollte innerhalb von 60 min wieder auf null abgefallen sein.
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Andernfalls liegt eine Adsorption der Substanz an die Bauteile der Anlage vor, die je

nach ihrer Starke die Messung storen kann.
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Abb. 29: Wirkstoffkurve (oben) und Spiilkurve (unten) aus Versuchsteil 3

Wenn die Absorption Null erreicht hat, kann mit Versuchsteil 3 begonnen werden. Die
Proteinlésung wird wie in Kapitel 3.1.7 hergestellt, in das Injektionsventil injiziert und
das Ventil wird auf ,Inject® gestellt. Nach Bestatigung der Injektion im Messprogramm
wird das Protein in die Mischkammer der Messzelle gespult. Wahrend dieses Vor-
gangs wird die Proteinspulkurve aufgezeichnet. Diese kommt dadurch zustande, dass
Proteinbruchstlicke, die kleiner als die Ausschlussgrenze der Membran sind, passie-
ren konnen und dadurch ein Detektorsignal erzeugen. Die resultierende Kurve sollte
moglichst flach und kurz sein [Abb. 30]. Ist dies nicht der Fall, ist die Membran be-

schadigt oder die Messzelle wurde nicht korrekt zusammengebaut. Ist das Detektor-
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signal wieder bei null, wird das Injektionsventil wieder auf ,Load“ gestellt. Dies ist sehr
wichtig, da sonst die Dosierschleife im weiteren Versuch eine langere Totzeit als im
Versuchsteil 3 verursacht, wodurch die Messung nicht auswertbar ist. Im Anschluss

wird die Proteininjektion im Programm beendet.

ey
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| I .
f ~—
4 / I o

Abb. 30: Beispiele fiir Proteinspiilkurven

Der folgende Versuchsteil ist im Ablauf mit Teil 3 identisch. Die Messzelle wird wieder
mit Wirkstofflosung beladen. Durch das sich in der Mischkammer befindende Protein
wird das Erreichen des Absorptionsplateaus hierbei verzdogert. Werden die Wirk-
stoffkurven der Versuchsteile 3 und 5 Ubereinander gelegt, entsteht zwischen beiden

eine Flache, deren GroélRe dem Ausmald der Proteinbindung entspricht [Abb. 31].

Wirkstoff ——~ g

-—»-’— Einschlussflache

y

’/'

/

[ I T

B @ B @ B B B B ¥ @ ¥ B kB & ¥ i

/+— Wirkstoff und Protein

B ¥ B B B £ k

Protein /
y
| /7
+ T 3 T T ¥ ) 3 13

Abb. 31: Wirkstoffkurve mit und ohne Protein libereinander gelegt, die Fldche zwischen beiden Kurven gibt
das Ausmal der Proteinbindung an.
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3.2.3. Abbau und Pflege der Anlage

Nach Versuchsende wird die Messzelle aus der Anlage ausgebaut und gedffnet. Die
Membran wird vorsichtig ohne die empfindliche Unterseite zu berihren aus der Zelle
genommen, unter flieBendem demineralisiertem Wasser abgespult und fur 10-15 min
in 0.1 M Natronlauge gelegt. Anschlielend wird die Membran mit demineralisiertem
Wasser von Natronlauge gereinigt, in eine Petrischale mit 10 %igem Ethanol gelegt
und im Kihlschrank aufbewahrt. Bei sorgfaltiger Reinigung und vorsichtiger Handha-
bung kann eine Membran drei bis vier Wochen benutzt werden, ohne dass sich der
Proteindurchgang erhoht. Eine neue Membran wird vor der ersten Benutzung mit der
glanzenden Seite nach unten fur mindestens eine Stunde in eine Petrischale mit Milli-
pore®-Wasser gelegt, wobei das Wasser in dieser Zeit alle 10 min abdekantiert und
erneuert wird, um Verunreinigung aus der Herstellung der Membran aus dieser her-
auszulosen. Wenn moglich sollte die Membran anschlieRend uber Nacht in 10 %igem
Ethanol lagern.

Die restlichen Zellenbauteile werden ebenfalls unter flieRendem demineralisiertem
Wasser abgespult und zum Trocknen in ein fusselfreies Tuch eingeschlagen. Die
Messzelle sollte nicht im Trockenschrank getrocknet werden, da sich durch die Tem-
peraturen das Material verziehen oder sprode werden kann.

Das Injektionsventil wird nach der Messung zweimal mit 5 ml Millipore®-Wasser ge-
spult. Je einmal in ,Load“- und ,Inject‘-Position. Ist das Ventil verstopft, kann es mit
0.1 M Natronlauge gespult werden. Hierbei sollten die Spritze und Spritzenaufsatz gut
festgehalten werden, da beim Abplatzen der Spritze die Gefahr besteht, dass die Nat-
ronlauge unkontrolliert spritzt.

Die Anlage muss, sofern am folgenden Tag wieder gemessen wird, nicht weiter gerei-
nigt werden. Lediglich die Wirkstofflosung sollte verworfen werden, um evtl. Zerset-
zungen der Substanz zu vermeiden. Wird die Anlage mehrere Tage nicht benutzt,
sollte sie zunachst mit Millipore®-Wasser vollstandig von Puffer und Wirkstofflésung
befreit und auf 80 % Methanol umgespult werden. Dies verhindert zum einen das
Verkeimen der Anlage und zum anderen das Auskristallisieren der Puffersalze, wenn
diese langere Zeit in den Kapillaren der Anlage verbleiben.

Ist die Anlage verkeimt oder veralgt, wird sie mit 70 %igem Isopropanol fur mehrere

Stunden gespult und fur mehrere Tage auf dieser Losung stehen gelassen. Wird an-
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schlielend weitergespdlt, sollten sich die Verfarbungen durch den Befall aus den Ka-
pillaren 16sen. Ist dies nicht der Fall missen die entsprechenden Abschnitte ausge-
baut und erneuert werden. Da dies aufwandig und kostenintensiv ist, sollte die oben
beschriebene Reinigung der Anlage bei langerem Nichtbenutzen konsequent durch-
gefuhrt werden.

Das 6-Wege-Ventil sollte alle zwei Wochen gedffnet und von Teflonabrieb befreit wer-
den. Hierbei ist besonders darauf zu achten, dass die Vertiefung auf dem Rotor gerei-
nigt wird. Die Teflonflocken in den Bohrungen der Lochscheibe lassen sich mit einer
Kanule I6sen, festsitzende Verschmutzungen in den Bohrungen lassen sich mit Hilfe

einer Druckluftpistole entfernen.

3.3. Auswertung der Versuche

Die Auswertung der Versuche erfolgte mit Hilfe der von Nickel geschriebenen Pro-
gramme NPBUWO3 und NPBW127. Beide sind in HTBasic programmiert und kdnnen

nur innerhalb der Programmierumgebung ausgefuhrt werden.

3.3.1. Datenkonvertierung

Da die Messsoftware WsA-Protein in einer anderen Programmiersprache geschrieben
ist, mussen die erhaltenen Messdaten von den gespeicherten Formaten *.VBH und
*.VBD in die mit der Auswertesoftware kompatiblen Formate *.ABD und *.PBD umge-

wandelt werden. Dies erfolgt mit Hilfe des Programms NPBUWO3.

3.3.2. Berechnung der Titrationskurven

Die Auswertung wird mit dem Programm NPBW127 durchgefihrt. Zur Berechnung
der experimentellen Titrationskurve wird der negative dekadische Logarithmus der
freien Wirkstoffkonzentration gegen das molare Verhaltnis von Wirkstoff zu Protein
aufgetragen.

Der freie Wirkstoffanteil lasst sich mit Hilfe der Elutionskurven berechnen. Die Diffe-

renz zwischen beiden Kurven entspricht dem gebundenen Wirkstoffanteil. Mit der
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Wirkstoffkonzentration der Losung und der Flussrate konnen in jedem Punkt die freie
und die gebundene Wirkstoffmenge berechnet werden.

Die theoretische Titrationskurve wird mittels der ermittelten Bindungskonstanten [vgl.
3.3.3] berechnet. Der freie Wirkstoffanteil wird hierzu aus den Bindungskonstanten
errechnet und sein negativer dekadischer Logarithmus gegen das molare Verhaltnis
von Wirkstoff zu Protein aufgetragen. Fir eine korrekte Bestimmung der Proteinbin-

dung mussen beide Kurven eine hohe Ubereinstimmung aufweisen [Abb. 32].

plf T I T 1D-pl

n4 o8 iz 16 2 24 z8 32 WP
Abb. 32: Graphische Darstellung der Titrationskurvenberechnung; T: Titrationskurven [schwarz gepunktet:

experimentell, schwarz durchgezogen: theoretisch], B: -lg(gebundene Wirkstoffkonzentration) [hellblau],
D: Differenzkurve [rot], 1: Bindungskonstante [schwarz]

3.3.3. lterative Berechnung der Bindungskonstanten

Fur die iterative Berechnung der Bindungskonstanten wird zunachst das Verhaltnis
von Wirkstoff zu Protein am Versuchsende in der Mischkammer bestimmt. Dieses
entspricht der Anzahl der mindestens vorhandenen Bindungsstellen. Da nicht immer
alle Bindungsstellen voll besetzt sind, muss das Verhaltnis nicht ganzzahlig sein, da
es den gemittelten Wert der Besetzung entspricht und wird daher ganzzahlig aufge-
rundet. Ist das Verhaltnis bei Versuchsende z.B. 1.5, so missen mindestens zwei
Stellen vorhanden sein. Rein rechnerisch liegt der Schluss nahe, dass es sich in die-
sem Beispiel um eine vollbesetzte und eine halbbesetzte Stelle handelt, da aber auch
drei halbbesetzte ein Verhaltnis von 1.5 ergeben wirden, wird fir die erste lteration

die doppelte Mindestzahl der rechnerisch moglichen Bindungsstellen angenommen.
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Die Werte fur die Bindungskonstanten werden zunachst sehr hoch angesetzt. Aus
diesen wird die sich theoretisch in der Mischkammer befindende Wirkstoffkonzentrati-
on berechnet. Das Programm vergleicht die errechneten Werte mit den experimentell
bestimmten Werten der Elutionskurve. Durch die Eingangs getroffene Annahme sind
die so erhaltenen Werte zunachst zu hoch, im nachsten Schritt werden die Bindungs-
konstanten kleiner angenommen und erneut berechnet. Die Berechnung erfolgt hier-
bei uber mehrere Punkte der Titrationskurve, die Konstante ist der Mittelwert Uber ei-
nen breiteren Bereich der Kurve. Die sich daraus ergebende Standardabweichung
gibt die Zuverlassigkeit der Berechnung an.

Im Idealfall sollte aus jedem Punkt der Kurve die gleich Konstante resultieren, da dies
im der Praxis nicht der Fall ist, bricht das Programm ab, wenn die gewichtete Summe
der Standardabweichung ein Minimum erreicht hat. Anschliellend beginnt die Iteration
erneut mit der Grundvoraussetzung, dass eine Bindungsstelle weniger vorhanden ist.
Dies wir so lange fortgesetzt, bis die Konstanten bei der Mindestzahl der Stellen be-
rechnet sind. Die wahrscheinlichste Anzahl der Stellen ist die, bei der die Stan-
dardabweichung am kleinsten ist.

Bei der Berechnung der Bindungskonstanten werden zwei unterschiedliche Rechen-
modelle zugrunde gelegt. Das eine geht davon aus, dass alle Stellen voneinander un-
abhangig besetzt werden, das andere, dass die Bindung eines Liganden die Bindung
weitere Liganden beeinflusst. Das Programm gibt somit zwei unterschiedliche Kon-

stanten an, die abhangigen und die unabhangigen Bindungskonstanten.

3.3.4. Scatchard-Plot

Der Scatchard-Plot wird zur Uberpriifung der iterativ bestimmten Bindungskonstanten
berechnet. Wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben wird hierfur das experimentell bestimmte
Verhaltnis von gebundenem Arzneistoff zu der Gesamtproteinmenge, dividiert durch
die Konzentration von freiem Arzneistoff gegen das Verhaltnis von gebundenem Arz-
neistoff zu der Gesamtproteinmenge aufgetragen und die Bindungskonstanten gra-
phisch bestimmt.

Die so erhaltenen Werte sollten mdglichst identisch mit den iterativ berechneten Bin-

dungskonstanten sein.
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Abb. 33: Scatchard-Plot; S: Messpunkte [gepunktet] und Regressionsgerade [durchgezogen]

3.3.5. Auswertungsprotokoll

Das Auswertungsprotokoll besteht aus den folgenden Teilen:

- Wirkstoffkurven

- Ubersicht liber die Versuchsdaten

- berechneten Bindungskonstanten mit Standardabweichung

- graphische Darstellung der Titrationskurven

- Belegung der Bindungsstellen

- graphischen Darstellung des freien und gebundenen Wirkstoffanteils fur ver-

schiedene Verhaltnisse von Protein zu Wirkstoff

- der Scatchard-Plot
Die benotigten Daten konnen den Ausdrucken entnommen werden. Normalerweise
werden die Ergebnisse mehrerer Versuch zusammengefasst und die Mittelwerte ge-
bildet.

3.3.6. SOP

Im Rahmen der Sonderforschungsbereichs 630 wurde basierend auf der in den Kapi-
teln 2 und 3 die Standard Operating Procedure SOP M-A4-001 (Bestimmung der Pro-
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teinbindung) erstellt. Ziel dieser SOP ist es die Einhaltung der gleichen Prozessablau-
fe einer Bestimmung zu gewahrleisten und dadurch gleichbleibend verlasslich Ergeb-
nisse zu erhalten. [Volltext SOP M-A4-001 siehe 7.5]
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4. Ergebnisse
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4.1. Verdrangung aus der Proteinbindung

4.1.1. Verdrangung durch nicht-kovalent bindende Arzneistoffe

Wie unter 1.2 beschrieben, liegen der Verdrangung von Arzneistoffen verschiedene
Mechanismen zugrunde. In dieser Arbeit sollten die Literatur-bekannten Experimente
[96, 108, 109], die ebenfalls mittels kontinuierlicher Ultrafiltration durchgefuhrt wurden,
weiterentwickelt und auf andere Bindungsmodi angewandt werden. Ziel war es, die
Bindung beider Arzneistoffe parallel in einem Experiment und somit unter gleichen
Bedingungen zu bestimmen.

Die verwendete Anlage ist mit einem UV-Detektor ausgerustet, der mehrere Wellen-
langen gleichzeitig erfassen kann. Werden zwei Arzneistoffe, die zum einen moglichst
weit auseinanderliegende Absorptionsmaxima aufweisen und zum anderen jeweils ein
Absorptionsminimum im Absorptionsmaximum des anderen Stoffes haben [Abb. 34],
ausgewahlt, kdbnnen diese nebeneinander in einem Experiment bestimmt werden [73].
Um eine mdglichst stérungsfreie Messung zu erzielen, wurden die Konzentrationen
jeweils so gewahlt, dass die Absorption des einen Stoffes bei der Messwellenlange

des anderen nicht hoher als das Grundrauschen des Detektors war.

v

Diphenhydramin-HCI
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Salicylsaure
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Abb. 34: UV-Spektrum des Diphenhydramin-HClIs und der Salicylsdure

Die in der Dissertation von Albert beschriebenen Messungen, wurden mit zwei ver-
schiedenen Versuchsansatzen durchgefuhrt, bei denen die Bindung jedes Stoffes je-
weils in einem separaten Experiment bestimmt wurde.

Bei der Messung der Verdrangung zweier Substanzen A und B unter den Bedingun-
gen des ersten Versuchsansatzes, wurde zunachst die Beeinflussung der Bindung

von A durch B bestimmt. Hierfir wurde die Konzentration von A so gewahlt, wie sie
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bei einer Einzelbestimmung ideal ware. Der Verdrangungspartners B wurde in einer
Konzentration zugegeben, bei der seine Absorption die von A nicht beeinflusst. In ei-
ner zweiten Messung wurde anschlieliend die Beeinflussung der Bindung von B durch
A bestimmt, indem die Stoffe umgekehrt eingesetzt wurden. Folglich war hierbei die
Konzentration von B so hoch wie in einer Einzelmessung und die von A wurde so an-
gepasst, dass die Absorption von B nicht beeinflusst wurde.

Dadurch ergaben sich unterschiedliche Konzentrationen der Stoffe in den beiden Ex-
perimenten. Dies kann zu einer Verzerrung der Ergebnisse fuhren, da um die Stérung
der Absorption durch den Verdrangungspartner zu minimieren der jeweils zu bestim-
menden Stoff in einer hdheren Konzentration eingesetzt wird. Somit ergeben sich un-
terschiedliche Gleichgewichtskonzentrationen, je nachdem welcher Stoff bestimmt
wird und die Bindung des zu bestimmenden Stoffes ist jeweils begunstigt, da dieser in
einer hoheren Konzentration vorliegt.

Bei der Messung mit dem zweiten Versuchsansatz wurde das Protein zunachst mit
Stoff B gesattigt und dieses gesattigte Protein dann mit einer Losung von Stoff A ultra-
filtriert. Hierbei geht die Bindung des Stoffes B allerdings schon aufgrund dieses Vor-
gehens zuruck. Die Konzentration von B in der Zelle sinkt durch das Anfluten der Lo6-
sung A und es liegen nicht mehr die Bedingungen der vorher erfolgten Gleichge-
wichtseinstellung vor. Das Milieu um das Protein verarmt so an Substanz B zu Guns-
ten von A, dessen Konzentration kontinuierlich steigt. Dadurch wird die Bindung des
Stoffes A bei diesem Ansatz begunstigt, da im Verlauf der Messung Effekt der Elution
von B aus der Messzelle zunimmt und dies den Stoffaustausch durch die Verdran-
gung Uberlagert. Dies fuhrt besonders bei Stoffen, die einen schellen Austausch zwi-
schen gebundener und ungebundener Form aufweisen, zur Verfalschung der Ergeb-
nisse.

Um die Nachteile beider Vorgehensweisen zu vermeiden, wurde die Methode so mo-
difiziert, dass sich bei den Messungen beide Stoffe stets gleichzeitig und in einem
konstanten Verhaltnis zueinander in der Wirkstofflésung befanden. |hre Proteinbin-
dung wurde somit stets nebeneinander bestimmt.

Daraus ergibt sich die Einschrankung, dass mit diesem Versuchsansatz die von Albert
beschriebene Unterscheidung zwischen Konkurrenz um eine Bindestellung (1. Ver-
suchsansatz) und Verdrangung aus der Proteinbindung (2. Versuchsansatz) nicht
maoglich ist. Da es sich bei der Proteinbindung allerdings um ein dynamisches Gleich-

gewicht handelt, bei dem ein steter Wechsel zwischen der an das Protein gebunden
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und ungebundenen Form eines Stoffes stattfindet, ist eine Verdrangung im Sinne ei-
nes direkten Austausches eines gebundenen Liganden durch einen anderen bei den
durchgeflihrten Messungen nicht gegeben.

Die vermessenen Stoffe liegen nicht kovalent an das Protein gebunden vor, sondern
diffundieren immer wieder von diesem ab, das heif’t die Bindungsstellen werden im-
mer wieder frei und kénnen so auch von dem anderen Liganden besetzt werden. Die
Verdrangung kommt somit nicht durch direkten Austausch zustande, sondern durch
Belegung oder allostere Modulation einer Bindungsstelle durch den anderen Ligan-
den. Eine Unterscheidung zwischen Verdrangung und Konkurrenz ist somit nicht
sinnvoll.

Fur die Durchfihrung wurden vorwiegend Substanzen betrachtet, deren Proteinbin-
dung hoher als 90 % ist, da davon ausgegangen wurde, dass vor allem Arzneistoffe
mit hoher Bindung sich gegenseitig aus der Bindung verdrangen [59]. An welchen
Bindungsstellen des Proteins der Stoff bindet und ob es sich bei der Stoffen um Kkli-
nisch relevante Kombinationspartner handelt, wurde zunachst nicht bertcksichtigt, da

erst die generelle Moglichkeit der parallelen Bestimmung untersucht wurde.
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4.1.1.1. Basischer und saurer Arzneistoff

Die ersten untersuchten Arzneistoffpaare bestanden jeweils aus einem Arzneistoff mit
basischer Funktionalitat und einem mit saurer Funktion, wobei beide Stoffe reversible
Bindung an Albumin aufweisen. Die sauren Arzneistoffe binden spezifisch an die Sud-
low-I- oder Sudlow-II-Bindestelle des Albumins, wobei beide Stellen eine hohe Affini-
tat zu anionisch vorliegenden Stoffen zeigen. Schwach basische Arzneistoffe wie Dia-
zepam konnen daruber hinaus, wenn sie unprotoniert vorliegen, auch Affinitat zu Sud-
low-II haben [21, 22, 110].

Fir kationisch vorliegende Stoffe ist keine spezifische Bindestelle bekannt, weshalb
davon ausgegangen wird, dass diese vorwiegend unspezifisch an Albumin binden.
Eine direkte Konkurrenz um eine Bindungsstelle ist somit nicht wahrscheinlich und

Anderungen im Bindungsverhaltens beider Stoffe sollten vorwiegend auf Konformati-

onsanderungen des Proteins beruhen [14].

Die Ergebnisse der folgenden Messungen werden in Kapitel 4.1.1.4 diskutiert.

Diphenhydramin-HCI und Salicylsaure

Substanz I:
Summenformel:
Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Substanz lI:
Summenformel:
Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Diphenhydramin-HCI
C17H22CINO

291.8 g/mol

257 nm

500 mg/I

Bovines Serumalbumin
70-85 % [111]

Salicylsaure

C7HeO3

138.1 g/mol

295 nm

10 mg/l

Bovines Serumalbumin
80-95 % [1]

)

e

CI |
Diphenhydramin-HCI

O._OH
OH
Salicylsdure
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Ubersicht iiber die Messungen von Diphenhydramin-HCI (DP) und Salicylsdure (SA):

Proteinbindung [%] pKi pPK; pPK;
DP (Literatur) 70-85 - - -
DP (experimentell) 75.01 £5.29 3.62 2.60 -
DP in Anwesenheit von SA 63.77 £ 3.52 3.23 2.88 277
SA (Literatur) 80-95 -—- - -
SA in Anwesenheit von DP 90.11+2.21 413 3.09 -

Messung von Diphenhydramin-HCI:

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 82.15 3.83 2.7 84.31 3.95 2.79

2 72.34 3.61 2.53 74.28 3.74 -

3 79.12 3.80 - 74.77 3.69 ---

4 70.60 3.29 2.99 76.56 3.74 2.90

5 70.84 3.59 2.18 69.59 3.58
Mittelwert 75.01 3.62 2.60 75.90 3.74 2.85
sdv 5.29 0.22 0.34 5.36 0.13 0.08

rel sdv [%] 7.05 5.96 | 13.04 7.06 3.59 2.73

Messung von Diphenhydramin-HCI in Anwesenheit von Salicylsaure (10 mag/l):

Unabhingige Bindungsstellen Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] | pK; | pK; | pK; | Proteinbindung [%] | pKs | pK: | pK;
1 60.12 3.08 | 290 | 2.72 51.48 3.25 | 293 | 2.75
2 66.58 3.20 | 3.02 | 2.84 76.56 3.74 | 290 | 2.73
3 67.92 3.10 | 293 | 2.75 64.98 3.49 | 2.80 | 2.63

4 63.76 347 | - 50.50 322 | -

5 60.45 332 | 266 | -- 52.49 3.27 | 2.9
Mittelwert 63.77 3.23 | 2.88 | 2.77 59.20 3.39 | 2.89 | 2.70
sdv 3.52 0.16 | 0.15 | 0.06 11.35 0.22 | 0.06 | 0.06

rel sdv [%] 5.51 5.03 | 5.34 | 2.25 19.17 6.51 | 2.01 | 2.38

Messung von Salicylsdure in Anwesenheit von Diphenhydramin-HCI (500 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhédngige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 89.55 4.13 2.83 90.61 4.19 -

2 90.14 4.15 3.08 88.89 4.23 -

3 92.46 4.29 3.05 91.66 4.37 ---

4 91.66 4.05 3.84 92.62 4.32

5 86.75 4.02 2.65 87.36 4.06 -
Mittelwert 90.11 4.13 3.09 90.23 4.23 ===
sdv 2.21 0.1 0.45 212 0.12 ---

rel sdv [%] 2.45 2.55 | 14.70 2.35 2.85
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Messung von Salicylsaure:

Auf die Einzelmessungen wurde verzichtet, da im Verdrangungsexperiment kein Un-
terschied zum Literaturwert der Proteinbindung der Salicylsaure zu erkennen war.
Somit konnte davon ausgegangen werden, dass keine Beeinflussung der Bindung
von Salicylsaure vorliegt.

Bei den folgenden Messungen wurde bei den sauren Arzneistoffen analog verfahren
und die Einzelbestimmung nur durchgeflhrt, wenn eine Abweichung zu der literatur-

bekannten Bindung auftrat.

Ambroxol-HCI| und Furosemid

Substanz I: Ambroxol-HCI Br
Summenformel: C13H19Br2CIN2O cr h H

Molare Masse: 414.6 g/mol HOT AN Br
Messwellenlange: 306 nm NH,
Eingesetzte Konzentration: 70 mg/l Ambroxol-HCI
Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin

Bindung laut Literatur: ~90 % [1]

Substanz lI: Furosemid H\/OQ
Cl N ~
Summenformel: C1>H11CIN,OsS j\/:Ef

Molare Masse: 330.7 g/mol HZN)/S °
i} o O OH
Messwellenlange: 277 nm
) . Furosemid
Eingesetzte Konzentration: 15 mg/I
Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin
Bindung laut Literatur: ~ 98 % [1]

Ubersicht iiber die Messungen von Ambroxol-HCI (AM) und Furosemid (FU):

Proteinbindung [%] pKi4 pPK;
AM (Literatur) ~90 - -

AM (experimentell) 89.39 £ 0.52 4.02 3.75

AM in Anwesenheit von FU 79.77 £ 5.60 3.66 3.28
FU (Literatur) ~98 - -—-

FU in Anwesenheit von AM 97.55+0.19 4.72 4.15
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Messung von Ambroxol-HCI:

Unabhangige Bindungsstellen

Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 89.50 3.93 3.75 91.13 4.23

2 89.01 4.13 - 89.79 4.16

3 89.14 4.14 - 89.69 4.16

4 89.04 3.91 3.73 90.66 4.21

5 90.25 3.98 3.76 91.73 4.27
Mittelwert 89.39 4.02 3.75 93.02 4.35
sdv 0.52 0.1 0.02 91.00 4.23

rel sdv [%] 0.58 2.73 0.41 1.26 0.07

Messung von Ambroxol-HCI in Anwesenheit von Furosemid (15 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen

Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK;4 pK> Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 76.77 3.70 2.69 76.80 3.74

2 84.95 3.75 3.58 79.64 3.81 3.64

3 71.40 3.44 3.16 71.67 3.61

4 83.30 3.70 3.52 78.74 3.79 3.61

5 82.42 3.70 3.44 75.53 3.71 3.54
Mittelwert 79.77 3.66 3.28 76.48 3.73 3.60
sdv 5.60 0.12 0.37 3.13 0.08 0.05

rel sdv [%] 7.02 3.38 11.16 4.10 2.11 1.43

Messung von Furosemid in Anwesenheit von Ambroxol-HCI (70 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen

Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pKi4 pK: | Proteinbindung [%] pKi4 pK;
1 97.76 4.76 4.20 97.19 4.76 4.41

2 97.57 4.70 4.22 96.92 4.72 4.43

3 97.24 4.68 4.04 96.98 4.73 4.15

4 97.61 4.74 4.11 96.36 4.64 4.47

5 97.58 4.71 4.19 96.99 4.73 4.40
Mittelwert 97.55 4.72 4.15 96.89 4.72 4.37
sdv 0.19 0.03 0.08 0.31 0.05 0.13

rel sdv [%] 0.20 0.68 1.81 0.32 0.96 2.90
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Dipyridamol und Piroxicam

Substanz I:
Summenformel:
Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Substanz lI:
Summenformel:
Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte Konzentration:
Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Dipyridamol
C24H40NgO4
504.6 g/mol

417 nm

20 mg/l

Humanes Serum-
albumin

~ 99 % [1]

Piroxicam
C15H13CIN304S
331.4 g/mol
355 nm

30 mg/l

Humanes Serumalbumin

~99 % [1]

Dipyridamol

OH O

N
_N
2

O O
Piroxicam

N
H
~N

Ubersicht iiber die Messungen von Dipyridamol (DY) und Piroxicam (PI):

Proteinbindung [%] pKi4 pPK; pPK;
DY (Literatur) ~ 99 - - -
DY (experimentell) 99.99 £ 0.01 7.06 6.88 -
DY in Anwesenheit von PI 83.10+1.04 3.88 2.74 -
Pl (Literatur) ~99 - - -—-
Pl in Anwesenheit von DY 96.98 £ 0.73 4.41 4.22 4.04

7~

NS

N
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Messung von Dipyridamol:

Unabhangige Bindungsstellen

Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 99.98 6.68 6.51 83.13 3.84

2 99.99 7.13 6.95 86.81 4.04

3 99.99 7.33 7.15 90.83 4.22

4 99.99 7.23 7.05 89.22 4.13

5 99.98 6.92 6.75 81.41 3.86
Mittelwert 99.99 7.06 6.88 86.28 4.02
sdv 0.01 0.26 0.26 3.98 0.17

rel sdv [%] 0.01 3.69 3.7 4.61 4.14

Messung von Dipyridamol in Anwesenheit von Piroxicam (30 ma/l):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK;4 pK> Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 83.60 3.90 2.80 83.66 3.93

2 82.09 3.81 3.07 80.79 3.85 3.44

3 82.04 3.85 2.67 81.28 3.86 3.21

4 83.28 3.90 2.49 83.33 3.92
5 84.49 3.93 2.68 83.38 3.92 3.09
Mittelwert 83.10 3.88 2.74 82.49 3.90 3.25
sdv 1.04 0.05 0.21 1.34 0.04 0.18

rel sdv [%] 1.26 1.23 7.81 1.63 0.97 5.48

Messung von Piroxicam in Anwesenheit von Dipyridamol (20 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] | pK; | pK; | pK; | Proteinbindung [%] | pK: | pK: | pK;
1 97.68 453 | 435 | 414 98.03 492 | 422 | 3.96

2 96.44 4.33 | 4.15 | 3.98 96.07 4.61 | 428 | 3.74

3 97.85 4.57 | 4.37 | 419 97.80 4.70 | 4.32 | 3.99

4 96.68 4.36 | 4.18 | 4.01 95.69 4.57 | 4.26 | 3.73

5 96.27 4.26 | 4.07 | 3.90 95.27 4.53 | 4.30 | 3.78
Mittelwert 96.98 4.41 | 4.22 | 4.04 96.57 4.67 | 4.28 | 3.84
sdv 0.73 0.13 | 0.13 | 0.12 1.26 0.16 | 0.04 | 0.13

rel sdv [%] 0.75 3.03 | 3.09 | 2.94 1.31 3.33 | 0.90 | 3.26
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Imipramin-HCI und Phenprocoumon / Warfarin

Substanz I:
Summenformel:
Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Substanz lI:
Summenformel:
Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Substanz lI:
Summenformel:
Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Imipramin-HCI
C19H25CIN2

316.9 g/mol

258 nm

10 mg/l

Humanes Serumalbumin
80-95 % [111]

Phenprocoumon
C1sH1603

280.31 g/mol

308 nm

5 mg/l

Humanes Serumalbumin
> 99 % [1]

Warfarin

C19H1604

308.3 g/mol

307 nm

6 mgl/l

Humanes Serumalbumin
~99 % [1]

S

0
1

cr 'T‘

Imipramin-HCI

W,
N\ P

(@]
W,

Phenprocoumon

0._0
T
OH

O
Warfarin

Ubersicht (iber die Messungen von Imipramin-HCI (IM) und Phenprocoumon (PH)

bzw. Warfarin (WA):

Proteinbindung [%] pK4 pK2
IM (Literatur) 80-95 - -

IM (experimentell) 82.76 £ 2.62 3.82 3.21

IM in Anwesenheit von PH 72.04 £ 3.46 3.51 3.07
IM in Anwesenheit von WA 90.19 £ 2.08 4.15 3.41
PH (Literatur) > 99 - -

PH in Anwesenheit von IM 98.50 + 0.50 4.98 4.07
WA (Literatur) > 99 - -

WA in Anwesenheit von IM 98.79 £ 0.13 5.12 3.67
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Messung von Imipramin-HCI:

Unabhangige Bindungsstellen

Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 84.81 3.97 80.00 3.82

2 79.95 3.6 3.42 79.45 3.81

3 82.82 3.87 2.89 85.53 3.99

4 80.37 3.67 3.32 80.41 3.84

5 85.87 4.00 84.02 3.94
Mittelwert 82.76 3.82 3.21 81.88 3.88
sdv 2.62 0.18 0.28 2.72 0.08

rel sdv [%] 3.17 4.69 8.77 3.32 2.07

Messung von Imipramin-HCI in Anwesenheit von Phenprocoumon (5 mag/l):

Unabhangige Bindungsstellen

Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK:
1 76.99 3.53 3.94 76.47 3.73

2 70.98 3.58 2.50 71.02 3.61

3 68.18 3.48 2.74 68.76 3.52

4 73.95 3.46 3.27 68.39 3.56

5 70.09 3.49 2.89 67.28 3.53
Mittelwert 72.04 3.51 3.07 70.38 3.59
sdv 3.46 0.05 0.56 3.66 0.09

rel sdv [%] 4.81 1.36 18.32 5.21 2.39

Messung von Imipramin-HCI in Anwesenheit von Warfarin (6 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen

Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pKi4 pK: | Proteinbindung [%] pKi4 pK;

1 88.32 4.00 3.41 85.50 3.99

2 91.81 4.27 90.76 4.21

3 90.76 4.21 89.28 4.14

4 87.70 3.97 3.41 87.89 4.08

5 92.35 4.30 90.82 4.22
Mittelwert 90.19 4.15 3.41 88.85 4.13
sdv 2.08 0.15 0.00 2.23 0.10

rel sdv [%] 2.31 3.72 0.00 2.51 2.32

Messung von Phenprocoumon in Anwesenheit von Imipramin-HCI (10 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen

Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pKi4 pK: | Proteinbindung [%] pKi4 pK;
1 98.45 4.99 3.96 98.38 5 3.99
2 98.87 5.14 3.78 98.85 5.16 3.82

3 98.88 5.14 3.97 98.97 5.21 3.71

4 97.66 4.62 4.44 98.64 5.08

5 98.65 5.02 4.19 98.91 5.18
Mittelwert 98.50 4.98 4.07 98.75 5.13 3.84
sdv 0.50 0.21 0.25 0.24 0.09 0.14
rel sdv [%] 0.51 4.29 6.24 0.24 1.66 3.67

76




Ergebnisse

Messung von Warfarin in Anwesenheit von Imipramin-HCI (10 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pKi4 pK:
1 98.84 5.14 3.67 98.91 5.18 -

2 98.89 5.16 3.49 98.91 5.18

3 98.74 5.10 3.75 98.79 5.14 -

4 98.59 5.05 3.71 98.77 5.13

5 98.91 5.16 3.75 98.98 5.21 -
Mittelwert 98.79 5.12 3.67 98.87 5.17 ===
sdv 0.13 0.05 0.11 0.09 0.03

rel sdv [%] 0.13 0.92 2.94 0.09 0.63

Imipramin-HCI und L-Tryptophan

Substanz I:

Summenformel:

Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Substanz lI:

Summenformel:

Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Imipramin-HCI
C19H25CIN2
316.9 g/mol
258 nm

10 mg/I

Humanes Serumalbumin

80-95 % [111]

L-Tryptophan
C11H12N202
204.1 g/mol

5 mgll

Humanes Serumalbumin

~10 % [1]

OO

HY
cr 'T‘

Imipramin-HCI

L-Tryptophan

Ubersicht iiber die Messungen von Imipramin-HCI (IM) und L-Tryptophan (TR):

Proteinbindung [%] pK;4 pK> pK;

IM (Literatur) 80-95 - - -

IM (experimentell) 82.76 £ 2.62 3.82 3.21 -

IM in Anwesenheit von TR 78.14 +4.30 3.78 - -
TR (Literatur) ~10 - - -

TR in Anwesenheit von IM

77



Ergebnisse

Messung von Imipramin-HCI in Anwesenheit von L-Tryptophan (5 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 Proteinbindung [%] pK4
1 77.34 3.76 76.22 3.73

2 74.19 3.68 73.76 3.67

3 73.98 3.67 73.48 3.66

4 83.24 3.92 79.86 3.82

5 81.94 3.88 7711 3.75
Mittelwert 78.14 3.78 76.09 3.73
sdv 4.30 0.1 2.62 0.07

rel sdv [%] 5.50 3.02 3.45 1.75

Messung von Imipramin-HCI:

Siehe Experiment Imipramin-HCI und Phenprocoumon / Warfarin.

Messung von L-Tryptophan in Anwesenheit von Imipramin-HCI:

Da das Absorptionsmaximum des L-Tryptophans bei 279 nm mit einem Maximum des
Imipramin-HCls zusammenfiel, war nur die Bestimmung des Imipramin-HCls mdglich,
dessen zweites Maximum bei 258 nm nicht von der Absorption des Tryptophans Uber-

lagert wird.

Messung von L-Tryptophan:

Auf die Einzelbestimmung verzichtet, da nur der Einfluss durch die Anwesenheit des

Tryptophans auf die Bindung des Imipramin-HCls von Interesse war.
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4.1.1.2. Zwei saure Arzneistoffe

Salicylsaure und Ibuprofen

Substanz I: Salicylsaure O, OH
Summenformel: C7H603 OH
Molare Masse: 138.1 g/mol

Messwellenlange: 295 nm Salicylséure
Eingesetzte Konzentration: 10 mg/l

Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin

Bindung laut Literatur: 80-95 % [1]

Substanz II: Ibuprofen o
Summenformel: C13H1802

Molare Masse: 206.3 g/mol ©
Messwellenlange: 264 nm Ibuprofen
Eingesetzte Konzentration: 190 mg/l

Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin

Bindung laut Literatur: > 90 % [1]

Ubersicht iiber die Messungen von Salicylsdure (SA) und Ibuprofen (IB):

Proteinbindung [%] pKi4 pPK; pPK;
SA (Literatur) 80-95 -—- -—- -—-
SA (experimentell) 84.99 £ 9.10 3.92 3.38 -—-
SA in Anwesenheit von IB 99.97 £ 0.03 6.56 6.39 6.33
IB (Literatur) > 90 - - -—-
IB (experimentell) 99.99 £ 0.00 7.31 6.90 -
IB in Anwesenheit von SA 99.96 £ 0.05 7.35 6.38 -
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Messung von Salicylsaure:

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK:
1 93.28 4.34 3.09 94.13 4.43 -

2 75.26 3.61 3.43 80.50 3.84

3 86.44 3.81 3.63 86.23 4.02
Mittelwert 84.99 3.92 3.38 86.95 4.10 -
sdv 9.10 0.38 0.27 6.84 0.30

rel sdv [%] 10.70 9.62 8.07 7.87 7.38 ===

Messung von Salicylsaure in Anwesenheit von Ibuprofen (190 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] | pK; | pK; | pK; | Proteinbindung [%] | pKs | pK: | pK;
1 99.99 6.51 | 6.33 | 6.15 83.50 390 | -
2 99.97 6.40 | 6.23 | 5.99 77.65 3.76 | -
3 99.98 6.85 | 6.67 | 6.50 83.50 393 | -
4 99.91 6.02 | 585 | - 83.66 393 | -
5 99.99 7.04 | 6.86 | 6.68 93.65 439 | -
Mittelwert 99.97 6.56 | 6.39 | 6.33 84.39 398 | --
sdv 0.03 0.40 | 0.39 | 0.32 5.77 024 | ---
rel sdv [%] 0.03 6.07 | 6.16 | 4.99 6.84 599 | --
Messung von Ibuprofen:
Unabhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK1 pK2 pK3 pK4

1 99.99 7.31 7.13 - -

2 99.99 7.30 7.12 - ---

3 99.99 7.31 6.44 - ---

Mittelwert 99.99 7.31 6.90 ---

sdv 0.00 0.01 0.40 ---

rel sdv [%] 0.00 0.08 5.73 —

Abhéngige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK1 pK2 pK3 pK4

1 99.99 7.25 7.08 4.76 4.20

2 99.99 7.20 7.03 3.87 3.69

3 99.99 7.30 5.99 3.97 3.80

Mittelwert 99.99 7.25 6.70 4.20 3.90

sdv 0.00 0.05 0.62 0.49 0.27

rel sdv [%] 0.00 0.69 9.18 11.61 6.89
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Messung von Ibuprofen in Anwesenheit von Salicylsaure (10 mag/l):

Unabhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK1 pK2 pK3 pK4
1 99.99 7.29 6.05 —

2 99.94 7.47 6.03 -

3 99.88 7.26 6.25 -

4 99.99 7.38 7.20 —

5 99.99 7.37 6.36 —
Mittelwert 99.96 7.35 6.38 --- ---
sdv 0.05 0.08 0.48 o= -

rel sdv [%] 0.05 1.12 7.52 - -

Abhéngige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK1 pK2 pK3 pK4

1 99.99 7.44 4.92 4.33 4.16

2 99.99 7.33 7.04 4.45 4.26

3 99.99 7.34 6.77 4.43 4.26

4 99.99 7.32 7.15 4.64 4.32

5 99.99 7.43 5.85 3.97 3.8
Mittelwert 99.99 7.37 6.35 4.36 4.16
sdv 0.00 0.06 0.95 0.25 0.21

rel sdv [%] 0.00 0.79 14.92 5.66 5.03

81



Ergebnisse

4.1.1.3. Zwei basische Arzneistoffe

Ambroxol-HCIl und Nefopam-HCI

Substanz:
Summenformel:

Molare Masse:
Messwellenlange:
Eingesetzte Konzentration:
Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Substanz:
Summenformel:

Molare Masse:
Messwellenlange:
Eingesetzte Konzentration:
Verwendetes Protein:

Bindung laut Literatur:

Ambroxol-HCI Br
C13H19Br2CIN,O cr n

414.6 g/mol HO™— 0\ NS

306 nm NH,
70 mgl/l Ambroxol-HCl

Humanes Serumalbumin
~90 % [1]

Nefopam-HCI

Humanes Serumalbumin Nefopam-HCI

~75 % [1]

Ubersicht iber die Messungen von Ambroxol-HCI (AM) und Nefopam-HCI (NE):

Proteinbindung [%] pKi4 pK2
AM (Literatur) ~90 - -

AM (experimentell) 89.39 + 0.52 4.02 3.75

AM in Anwesenheit von NE 52.14 £ 5.05 3.17 2.65
NE (Literatur) ~75 - -

NE (experimentell) 75.33 £ 2.57 3.60 3.26

NE in Anwesenheit von AM 61.86 + 1.31 3.31 2.76
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Messung von Ambroxol-HCI in Anwesenheit von Nefopam-HCI (120 ma/l):

Unabhangige Bindungsstellen

Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pKi4 pK:
1 50.60 3.17 2.38 50.15 3.22

2 45.02 2.91 2.74 46.03 3.15 -

3 58.77 3.23 2.83 54.53 3.30

4 54.37 3.30 48.28 3.19 —

5 51.96 3.26 46.84 3.17 ---
Mittelwert 52.14 3.17 2.65 49.17 3.21
sdv 5.05 0.16 0.24 3.38 0.06

rel sdv [%] 9.69 4.88 8.99 6.88 1.83

Messung von Ambroxol-HCI:

Siehe Experiment Ambroxol-HCI und Furosemid.

Messung von Nefopam-HCI:

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK:
1 78.55 3.79 73.35 3.66 ---
2 76.65 3.41 3.24 58.03 3.36 3.19

3 71.71 3.63 68.65 3.56 -—-

4 75.46 3.7 66.74 3.52 -
5 74.28 3.46 3.28 45.79 3.15 2.97
Mittelwert 75.33 3.60 3.26 62.51 3.45 3.08
sdv 2.57 0.16 0.03 10.87 0.20 0.16
rel sdv [%] 3.41 4.50 0.87 17.39 5.78 5.05

Messung von Nefopam-HCI in Anwesenheit von Ambroxol-HCI (70 ma/l):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK:
1 62.35 3.29 2.90 48.99 3.20 3.03
2 63.92 3.36 2.83 51.40 3.25 3.07
3 61.34 3.20 3.02 46.82 3.17 2.99

4 60.88 3.36 247 61.07 3.42 -

5 60.80 3.34 2.59 62.70 3.45
Mittelwert 61.86 3.31 2.76 54.20 3.30 3.03
sdv 1.31 0.07 0.23 7.23 0.13 0.04
rel sdv [%] 2.1 2.05 8.20 13.33 3.90 1.32
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4.1.1.4. Diskussion

Die Vermessung der Base/Sauren-Paare Diphenhydramin-HCI/Salicylsaure,
Ambroxol-HCI/Furosemid und Imipramin-HCI/Phenprocoumon ergab, dass bei gleich-
zeitiger Anwesenheit beider Stoffe jeweils die Arzneistoffe mit basischer Funktion eine
um ca. 10 % (Diphenhydramin-HCI: 75 % / 64 %; Ambroxol-HCI: 89 % / 80 %;
Imipramin-HCI: 83 % / 72 %) erniedrigte Proteinbindung aufwiesen, wahrend die der

sauren Stoffe unbeeinflusst war im Vergleich mit den Literaturwerten [Abb. 35].

100.00

95.00
90.00

85.00

80.00 -
75.00 -
70.00 -
65.00 -

Bindung [%]

60.00 -
55.00 -
50.00 -
45.00 -
40.00 -

35.00 -

Abb. 35: Proteinbindungen der kationischen Arzneistoffe in der Einzelmessung und im Verdrangungsexpe-
riment; Verdrangungspartner in Klammern. (AM: Ambroxol-HCI, DP: Diphenhydramin-HCI, DY: Dipyrida-
mol, Fu: Furosemid, IM: Imipramin-HCI, NE: Nefopam-HCI, PH: Phenprocoumon, PI: Piroxicam, SA: Sa-
licylsaure, TR: Tryptophan, WA: Warfarin)

Im nachsten Schritt wurde ein Paar aus einem sauren Stoff und einer schwacher ba-
sischen Substanz vermessen. Da bei steigendem Protonierungsgrad einer Base de-
ren Bindung an Albumin stark sinken kann [110], wurde eine schwachere Base als in
den bisherigen Experimenten gewahlt, um zu bestimmen, ob dies auch hier einen Ein-
fluss auf die Bindung hat. Als Base wurde Dipyridamol gewahlt. Wahrend die zuvor
untersuchten basischen Substanzen aufgrund ihrer pKs-Werte (> 9) im Puffer
(pH-Wert 7.40) nahezu vollstandig protoniert vorliegen, ist Dipyridamol mit einem pKs
von 6.4 bei pH 7.4 nur zu ca. 10 % protoniert. Somit wirden eventuell vorhandene io-

nische Wechselwirkungen, die an der Bindung beteiligt sein kdnnten, verringert und
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es konnten Ruckschlusse auf die Bindungsart und —stellen ermdglicht werden. Dipyri-
damol musste sich folglich starker als die bisher vermessenen Basen aus der Bindung
verdrangen lassen, wenn die basische Funktion entscheidend fur die veranderte Bin-

dung in Anwesenheit eines zweiten sauren Arzneistoffes ist.

Substanz pPKs Funktion
Diphenhydramin-HCI 9.06 [112] | tertiares Amin
Ambroxol-HCI 9.2 [113] | sekundares Amin
Imipramin-HCI 9.5-10.2 [112] | tertidares Amin
Dipyridamol 6.4 [113] | Pyrimido[5,4-d]pyrimidin
Nefopam-HCI 9.2 [113] | tertiares Amin
Salicylsaure 2.83 [112] | Carbonsaure
12.63 [112] | Phenol
Furosemid 3.9 [112] | Carbonsaure
Phenprocoumon 4.2 [113] | vinyloge Carbonsaure
Warfarin 4.8-5.1 [113] | vinyloge Carbonsaure
Piroxicam 5.46 [113] | vinyloge Carbaminsaure
1.86 [113] | Pyridin
Ibuprofen 4.4 [113] | Carbonsaure

Tab. 5: pKs-Werte der vermessenen Substanzen

Die Anderung der Bindung von Dipyridamol (99 % / 83 %) durch Piroxicam war mit
17 % signifikant starker, als die der anderen Basen (Diphenhydramin-HCI,
Ambroxol-HCI, Imipramin-HCI) [Abb. 35]. Da sich alle vier Arzneistoffpaare dahinge-
hend gleich verhalten haben, dass jeweils der saure den basischen Arzneistoff ver-
drangen konnte, und da der Effekt bei dem schwacher basischen Dipyridamol starker
ausgepragt war, lasst den Schluss zu, dass an Albumin eine spezifische Bindetasche
fur kationische Stoffe vorhanden ist, die mit steigendem Protonierungsgrad der Sub-
stanz starker besetzt wird und die durch die Anwesenheit eines sauren Stoffes beein-
flusst werden kann.

Eine solche spezifische Bindungsstelle flr kationische Arzneistoffe ist - wie eingangs
erwahnt - bisher nicht bekannt [vgl. 4.1.1.1]. Im Gegensatz dazu sind fur saure Arz-
neistoffe zwei spezifische Bindungsstellen beschrieben, die nach ihrem Entdecker
Sudlow benannt sind. Die Bindestelle Sudlow-I weist dabei eine héhere Spezifitat fur

Sauren auf, wahrend an die Sudlow-II-Stelle auch schwache Basen wie Diazepam
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(pKs 3.3 [112]) binden, die unter physiologischen Bedingungen ungeladen vorliegen
[21, 22, 114]. Die Bindung des Diazepams ist hierbei stark von seinem Protonie-
rungsgrad abhangig und sinkt bei hoherer Protonierung [110].

In der Literatur ist bekannt, dass Salicylsaure, Furosemid und Phenprocoumon an die
spezifischen Bindestelle Sudlow-l und Piroxicam an Sudlow-Il binden [22, 23, 115,
116]. Da die Sudlow-II-Bindestelle weniger spezifisch ist als die Sudlow-I-Bindestelle
und an diese z.B. auch schwach basische Liganden binden, konnte es sich bei der
Kationenbindestelle um die Sudlow-II-Stellen handeln. Ist dies der Fall, erklart das die
Verdrangung vom Dipyridamol mit Piroxicam, da dann beide Stoffe in direkter Konkur-
renz um die Bindestelle stehen.

Die Verdrangung der anderen Basen (Diphenhydramin-HCI, Ambroxol-HCI, Imipra-
min-HCI) durch die Sudlow-I-Liganden (Salicylsaure, Furosemid, Phenprocoumon)
lasst sich allerdings nicht auf diese Weise erklaren. Da Sudlow-| keine kationischen
Liganden bindet, ist eine direkte Konkurrenz auszuschlielen. Wird weiterhin davon
ausgegangen, dass alle vier Basen (Diphenhydramin-HCI, Ambroxol-HCI, Imipra-
min-HCI, Dipyridamol) an derselben Stelle binden und es sich bei dieser Stelle um
Sudlow-II handelt, muss diese durch die Belegung von Sudlow-| eine Beeinflussung
erfahren.

Dies konnte dadurch hervorgerufen werden, dass die Besetzung der Sudlow-I-Stelle
eine allostere Konformationsanderung der Sudlow-1I-Bindestelle hervorruft, wodurch
die Bindungsaffinitat dieser sinkt. Ist dies der Fall, musste sich ein bekannter Sud-
low-lI-Ligand wie Ibuprofen [27] durch einen Liganden, der an Sudlow-I bindet (Sa-
licylsaure) verdrangen lassen. Im Experiment mit Ibuprofen und Salicylsdure konnte
dies nicht bestatigt werden, beide Substanzen zeigten keine Erniedrigung ihrer Bin-
dung, also gibt es bei diesem Saurepaar, das an Sudlow-I bzw. —II bindet, keine ge-

genseitige Beeinflussung durch Konformationsanderungen.
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A c keine Verdrangung
Salicylsdure
» Salicylsaure Ibuprofen
Furosemid

Diphenhydramin-HCl
Ambroxol-HCI

‘Verdréngung ‘Verdréngung

Dipyridamol

Abb. 36: Schematische Darstellung der Verdrangungsexperimente der Paare Diphenhy-
dramin-HCl/Salicylsdure, Ambroxol-HCIl/Furosemid [A], Dipyridamol/Piroxicam [B] und
Salicylséaure/lbuprofen [C], (S1: Sudlow-l; S2: Sudlow-Il)

Die Untersuchung von Yoo et al. [117] beschaftigte sich ebenfalls mit der Proteinbin-
dung des Imipramin-HCIs und der Bindung von Basen an die Sudlow-II-Seite des Al-
bumins. Yoo et al. bestimmten mittels HP-Affinitats-Chromatographie die Verande-
rung der Proteinbindung von Imipramin-HCI in Anwesenheit von Warfarin (Sudlow-|
Ligand) und L-Tryptophan (Sudlow-lI-Ligand). Ihre Ergebnisse zeigten, dass Warfarin
keinen Einfluss auf die Bindung des Imipraminhydrochlorids hatte, wahrend sich mit
Tryptophan eine Verdrangung ergab, weshalb sie zu dem Schluss kamen, dass es
sich bei der Bindestelle des Imipramin-HCls um die Sudlow-I1I-Stelle handelt.

Das Ergebnis dieser Untersuchung steht allerdings im Widerspruch zu den hier mittels
Ultrafiltration erhaltenen Werten, da bei der Ultrafiltration das dem Warfarin strukturell
sehr ahnliche Phenprocoumon (Sudlow-I-Ligand) eine Verdrangung von Imipra-
min-HCI hervorrief. Warfarin selbst fuhrte allerdings zu einer Erhéhung der Imipra-
min-Bindung um ca. 8 %. Tryptophan hatte dagegen keinen Einfluss auf die Bindung

des Imipramin-HCls.”

A

Phenprocoumon

B

Warfarin

Tryptophan

Albumin
spezifisch

. _nische Brndeé

'3’00"“ St e//@f’

Albumin
spezifisch
@i\o“‘“he Binges A

Imipramin-HCI

Imipramin-HCI

l\ferdr;‘a‘ngung {keine Verdrdngung

Abb. 37: Schematische Darstellung der Verdrangungsexperimente der Paare Imi-
pramin-HCI/Phenprocoumon [A] und Paare Imipramin-HCIl/Warfarin bzw. Paare Imipramin-HCI/Tryptophan
[B], (S1: Sudlow-l; S2: Sudlow-Il)

" Diese Diskrepanz in den Ergebnissen kann darin begriindet liegen, dass in den HPLC-Experimenten
an ein Tragermaterial gebundenes Albumin verwendet wurde, dass sich in seinen Eigenschaften von
freiem Protein stark unterscheiden kann.
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Die bisher diskutierten Ergebnisse bestatigen, dass es sich bei der kationischen Bin-
destelle nicht um Sudlow-Il handelt, denn verschiedene Sudlow-lI-Liganden (Piroxi-
cam, Tryptophan) riefen unterschiedliche Effekte hervor. Da das Paar Warfa-
rin / Imipramin-HCI keine gegenseitige Beeinflussung der Bindung zeigte, ist auch ei-
ne allosteren Modulation unwahrscheinlich, da hier analog zu der Messung mit Phen-
procoumon / Imipramin-HCI die Bindung des Imipraminhydrochlorids geringer werden
musste [Abb. 37].

Albumin
unSDﬁZ'fI.SChe
. mische Bin
OO0 des‘@//@

o) A
N S
d 0,
(oF U

e | l' ey

gegenseitge Verdrangung

Abb. 38: Schematische Darstellung des Verdrangungsexperiments des Paares
Ambroxol-HCI/Nefopam-HCI, (S1: Sudlow-l; S2: Sudlow-Il)

Die Bindestelle der starken Basen ist mit grolRer Wahrscheinlichkeit eine zusatzliche,
mehr oder weniger spezifische kationische Bindestelle, wie in Abb. 38 dargestellt. Da-
fur spricht, dass das Basenpaar Ambroxol-HCI / Nefopam-HCI sich gegenseitig aus
der Proteinbindung verdrangt. Die Bindung des Ambroxolhydrochlorids ging um 38 %
zuruck, die des Nefopam-HCIs um 14 %, d.h. beide binden an die gleiche Stelle des
Albumins. Wie spezifisch diese Bindestelle flr basische Arzneistoffe ist, kann mit den
hier durchgeflihrten Experimenten nicht beurteilt werden.
Werden die vorliegenden Untersuchungen zusammengefasst, kann davon ausgegan-
gen werden, dass
a) es eine Bindungsstelle fur protonierte Basen (Kationen) gibt, die von Sudlow-II
verschieden ist.
b) keine Beeinflussung der Sudlow-II-Stelle durch die Besetzung von Sudlow-I
stattfindet.
Generell lie® sich durch die Experimente zeigen, dass eine simultane Messung der
Verdrangungen von zwei Stoffen aus der Proteinbindung mit dem gewahlten Ver-
suchsansatz moglich ist. Allerdings muss auch erwahnt werden, dass mit dieser Me-
thode nur Substanzen, deren UV/Vis-spektroskopische Eigenschaften die oben er-

wahnten Parameter erflllen, untersucht werden kdnnen. Entsprechen diese den Vor-
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gaben nur zum Teil, kann wie bei dem Beispiel Imipramin-HCI/Tryptophan nur einer
der Stoffe betrachtet werden. Hierbei handelt es sich um ein reines Detektionsprob-
lem, dass durch die Wahl eines geeigneteres Detektionsverfahrens wie der Massen-
spektrometrie behoben werden konnte.

HierfGr mussten allerdings einige zum Teil kritische Parameter angepasst werden.
Zum einen muss der Puffer auf leichtfliichtige Substanzen wie Ammoniumformiat um-
gestellt werden, wodurch dieser allerdings seine den physiologischen Verhaltnissen
angepassten Eigenschaften teilweise verliert. Es ist auch sehr gut mdglich, dass der
kontinuierliche Proteindurchgang durch die Zelle nach Schritt 3 eine Quantifizierung
erschwert. Dieser ist normalerweise so niedrig, dass er im Rauschen des UV-
Detektors untergeht und nicht erfasst wird. Bei einer MS-Detektion kénnte dieser al-
lerdings Storsignale hervorrufen, da insbesondere bei stark bindenden Stoffen auch
Protein-Substanz-Addukte gemessen werden. Inwiefern dies praktisch umsetzbar ist,

musste in entsprechenden Experimenten gezeigt werden.
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4.1.2. Verdrangung durch kovalent an Cys34 bindende Arzneistoffe

Wie unter 1.1 erwahnt enthalten sowohl das humane als auch das bovine Serumal-
bumin jeweils 35 Cysteine in ihrer Aminosauresequenz. Hiervon sind 34 zu Disulfid-
briicken verknupft und nur das Cystein in Position 34 ist in beiden Proteinen nicht in-
tramolekular gebunden [14].

Im Korper liegen ca. 70-80 % des Albumins in der humanen Mercaptalbuminform
(HMA) vor, d.h. das Cys34 liegt in der reduzierten freien Thiolform vor. Der Rest ist
grofltenteils an kleine Molekule wie Cystein und Homocystein gebunden und wird als
humanes Nonmercaptalbumin bezeichnet (HNA). Ein geringer Anteil ist bis zur Sulfin-
bzw. Sulfonsaure oxidiert [118] [Abb. 39].

R H R
(@]

HMA

0 ,4*1 l[ [oX]

ox]

H,
R™ °N

H
HNA Cys34-Sulfinsaure Cys34-Sulfonsaure

Abb. 39: Cys34 im Mercaptalbumin [HMA], Nonmercaptalbumin [HNA] und oxidiert zu Sulfin- und Sulfon-
saure

Oxidations- und Additionsreaktionen an dieser Position kbnnen sowohl in vivo als
auch in vitro beobachtet werden und beeinflussen die Konformation des Proteins und
somit seine Bindungseigenschaften fir endogene und exogene Liganden [33, 119-
125].

Hierbei haben nicht nur die schon erwahnten Thiolverbindungen eine grol3e Bedeu-
tung, sondern auch hochreaktive Arzneistoffe wie Etacrynsaure [33] oder die Stick-
stofflost-Verbindungen Melphalan und Chlorambucil [122]. Allerdings unterscheiden
diese sich grundlegend in den Mechanismen der Albuminbindung, da sie nukleophil
angreifen und irreversible Addukte bilden, wahrend fur Thiole und deren Disulfide eine
Ruckreaktion zum freien Albumin mdglich ist [Abb. 40]. Die dariber hinaus noch

denkbare Reduktion der Disulfidbriicken des Albumins durch Thiolverbindungen findet
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unter physiologischen Bedingungen nicht statt, da die S-S-Bindung aufgrund der Fal-

tung des Proteins sehr stabil sind [14].
SH o} O\AOH
S DU . °
R™ N R s o
H cl E——
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Abb. 40: Reversible und irreversible Bindung von Substanzen an Cys34 des Albumins
Der Einfluss der Oxidation des Cys34 auf das Bindungsvermdgen des Albumins hangt
in den in der Literatur beschriebenen Experimenten stark von den verwendeten Rea-
genzien ab und wurden z.T. unter im Korper nicht vorkommenden Bedingungen
durchgefuhrt [123]. Daher war es Ziel der hier durchgeflihrten Experimenten Verdran-
gungen unter Konditionen zu messen, die so physiologisch wie mdglich sind.
Hierzu wurde Acetylcystein (ACC) als Bindungspartner flir Cys34 gewahlt, da dieses
breit und unkritisch in der Selbstmedikation angewendet wird und somit eine mogliche
Quelle fur ein erhohtes Angebot an Thiolverbindungen im Plasma darstellt. ACC ist in
der Lage kovalent Uber eine Disulfidbricke an Cys34 zu binden und dadurch die Kon-
formation des Albumins zu verandern. Inwiefern sich diese Konformationsanderung
auf die Bindung von Arzneistoffen auswirkt, sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht

werden.

4.1.2.1. Verdrangung durch Acetylcystein

Da Acetylcystein (ACC) kein Chromophor besitzt und somit mittels UV nicht detektiert
werden kann, wurde zunachst eine Substanz gesucht, die eine Thiolgruppe und ein
Chromophor besitzt, da erst Uberpruft werden musste, ob unter den Bedingungen der

Methode eine Bindung an Cys34 mdglich ist.
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Die hierfur zunachst verwendete Thiosalicylsaure [Abb. 41] zeigt zwar eine sehr gute
Absorption in den fur die Messungen erforderlichen Konzentrationen, hatte aber mit
ca. 90 % eine deutlich héhere Bindung als das Acetylcystein (ca. 20-50 % [1, 126]).

Oé ;OH Oé ;OH

Abb. 41 MNBS (links) Thiosalicylsaure (rechts)

Aus diesem Grund wurde 4-Mercapto-2-nitrobenzoesaure (MNBS) vermessen. Da
diese nicht kommerziell erhaltlich war, wurde sie durch alkalische Hydrolyse des Ell-
man-Reagenzes gewonnen [127]. Allerdings zeigte auch diese eine hohe Bindung
von ca. 90 %.

Bei beiden Verbindungen handelt es sich um Thiophenole und nicht um aliphatische
Mercaptoverbindnungen. Die SH-Gruppe beider Moleklle sind daher wesentlich azi-
der als die des Acetylcysteins, wodurch die Bindung Uber eine Disulfidbriicke unwahr-
scheinlicher ist, da sie im Puffer teilweise deprotoniert vorliegen. Dies erklart zwar den
Unterschied in der Proteinbindung, hat aber auch zur Folge, dass sich beide Substan-
zen nicht eignen, um die Tauglichkeit der Methode flr das zu untersuchende Problem

zu Uberprufen.

Synthese einer aromatischen Verbindung mit einer aliphati-

schen Thiolgruppe

Da eine aliphatische Thiolverbindung mit einem Chromophor kommerziell nicht erhalt-
lich war, wurde ein Nicotinsaureanalogon des Acetylcysteins, das Nicotinylcystein
nach der Vorschrift von Drauz und Krimmer synthetisiert [128]. Hierfur wurden Nico-
tinsaurenitril und L-Cystein zusammen mit Kaliumcarbonat in gleichen Volumenteilen
Wasser und Methanol gelost und fur 6 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt, der Ruckstand in Wasser
aufgenommen, mit konzentrierter Salzsaure auf pH-Wert 5.0 eingestellt und 45 Minu-
ten zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen konnte das Produkt als weile Kristalle
abfiltriert werden. Da bei dieser Synthese, die absolute Konfiguration des Cysteinteils

erhalten bleibt, ist sie somit identisch mit der des Acetylcysteins [Abb. 42].
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Bei der DC-Kontrolle (Kieselgel, Essigsaure / n-Butanol / Wasser, 1:1:2, Detektion: 1.

UV bei 254 nm; 2. begasen mit Bromcyan und besprihen mit p-Aminobezoesaure)

war ein zweiter Fleck mit niedrigerem R«Wert zu erkennen. Dieser war auch nach er-

neutem Umkristallisieren vorhanden. Deshalb wurde die Substanz massenspektro-
metrisch (Agilent 1100 LC/MSD Trap SL, direkte Injektion in Methanol 50% geldst)

vermessen. Hierbei stellte sich heraus, dass es sich bei der zweiten Substanz um das

Dimer des Produktes handelte. Da dieses sowohl bei einem erneuten Aufreinigungs-

versuch mittels Saulenchromatograhpie als auch spater bei der Proteinbindungsbe-

stimmung in der Pufferldsung entstand und fur die Bestimmung nicht stort [Abb. 40],

wurde auf eine weitere Aufreinigung verzichtet.
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Abb. 42: Synthese des Nicotinsaureamids des Cysteins

Proteinbindung der Modelsubstanz Nicotinylcystein

Substanz: Nicotinylcystein o SH
H

Summenformel: CgH1oN203S N N g o)
Molare Masse: 226.3 g/mol | N7 H o oH
Messwellenlange: 256 nm

Nicotinylcystein
Eingesetzte Konzentration: 20 mg/l
Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin
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Messungen von Nicotinylcystein:

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pKj, Proteinbindung [%] pK;,
1 32.35 3.34 26.47 3.21

2 29.50 3.28 18.61 3.02

3 32.32 3.34 26.51 3.22

4 31.23 2.88 28.88 2.83

5 30.13 3.27 29.52 3.19

6 29.68 3.22 25.42 3.12
Mittelwert 30.87 3.22 25.90 3.10
sdv 1.29 0.17 3.90 0.15
rel sdv [%] 4.16 5.38 15.06 4.88

Die Substanz zeigte eine Proteinbindung von ca. 31 % und liegt somit im Bereich des
Acetylcysteins (Literaturwert 20-50 % [1, 126]). Aufgrund der ahnlichen Bindung und
der hohen strukturellen Ahnlichkeit der Verbindung kann davon ausgegangen werden,
dass auch das Acetylcystein unter den gegebenen Bedingungen an das Albumin bin-

det und somit dessen potenzielle Verdrangung durch dieses gemessen kann.

Verdrangung von Arzneistoffen durch Acetylcystein

Bei den folgenden Messungen wurde der Puffer mit 13 mg/l Acetylcystein versetzt,
dies entspricht der mittleren Plasmakonzentration nach einer einmaligen peroralen
Einnahme von 200 mg ACC. Diese Lésung wurde zur Herstellung der Arzneistoffl6-
sung, der Proteinlosung und als Spulpuffer verwendet. Alle anderen Parameter blie-
ben unverandert. Die Ergebnisse der folgenden Messungen werden in Kapitel 4.1.3
diskutiert.

Substanz: Phenprocoumon 0.0
Substanzdaten siehe Experiment Imipramin-HCI und O Pz O
Phenprocoumon / Warfarin OH

Cacc im Puffer: 120 mg/l Phenprocoumon
Bindung laut Literatur: >99 % [1]
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Messungen von Phenprocoumon in Anwesenheit von Acetylcystein (13 ma/l):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pKi4 pK:

1 99.70 5.75 99.52 5.54 -

2 99.45 5.38 3.99 99.38 5.43 -—-

3 98.65 5.09 98.53 5.05 -

Mittelwert 99.27 5.41 - 99.14 5.34

sdv 0.55 0.33 - 0.54 0.26

rel sdv [%] 0.55 6.12 o 0.54 4.81
Substanz: Furosemid

Substanzdaten siehe Experiment Ambroxol-HCI und

Furosemid
CACC im Puffer:

Bindung laut Literatur:

120 mgl/l
~ 98 % [1]

P
Cl N ~

HoN. o
? S8
o 0 OH

Furosemid

Messungen von Furosemid in Anwesenheit von Acetylcystein (13 ma/l):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK> Proteinbindung [%] pK4 pK>
1 99.12 525 | 4.00 99.03 523 | 4.23
2 98.74 5.01 4.45 98.67 5.03 | 4.37
3 97.38 476 | 3.61 97.13 475 | 3.87
Mittelwert 98.41 5.01 4.02 98.28 500 | 4.16
sdv 0.91 0.25 | 0.42 1.01 0.24 | 0.26
rel sdv [%] 0.93 4.89 | 10.46 1.03 482 | 6.21
Substanz: Diclofenac-Na Nat O
Summenformel: C14H410CIoNNaO; 0 y Gl
N
Molare Masse: 318.1 g/mol
Messwellenlange: 274 nm Cl
Eingesetzte Konzentration: 20 mg/I Diclofenac-Na
Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin
Bindung laut Literatur: > 99 % [1]
Cacc im Puffer: 120 mgl/l
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Messungen von Diclofenac-Na in Anwesenheit von Acetylcystein (13 mag/ml):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 100.00 8.42 8.25 99.99 8.42 8.24
2 99.98 7.93 7.75 99.98 6.25
3 100.00 8.66 7.25 99.99 8.63 7.27
4 100.00 8.68 -—- 100.00 8.75 4.85
5 99.99 8.35 - 99.98 8.36 8.18
Mittelwert 99.99 8.41 7.75 99.99 8.08 7.14
sdv 0.01 0.30 0.50 0.01 1.04 1.59
rel sdv [%] 0.01 3.61 6.45 0.01 12.82 | 22.24
Substanz: Ambroxol-HCI 5
r
Substanzdaten siehe Experiment Ambroxol-HCI und cr
H
. H
Furosemid HO\—2\ N
) Br
Cacc im Puffer: 120 mg/l NH,
Bindung laut Literatur: ~90 % [1] Ambroxol-HCI

Messungen von Ambroxol-HCI in Anwesenheit von Acetylcystein (13 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK:
1 80.95 3.85 76.71 3.74

2 83.39 3.92 76.31 3.73

3 70.99 3.41 3.17 69.58 3.58

4 77.60 3.76 61.29 3.42

5 79.05 3.80 75.11 3.70
6 68.05 3.33 3.15 61.89 3.43 3.25

7 72.70 3.50 3.10 67.41 3.53 3.36
Mittelwert 76.10 3.65 3.14 69.76 3.59 3.31
sdv 5.63 0.23 0.04 6.57 0.14 0.08
rel sdv [%] 7.40 6.42 1.15 9.42 3.81 2.35

Messungen von Ambroxol-HClI:

Siehe Experiment Ambroxol-HCI und Furosemid
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Substanz: Diphenhydramin-HCI O O
Substanzdaten siehe Experiment Diphenhydramin-HCI und

Salicylsaure O

Cacc im Puffer: 120 mg/! _IHD
Bindung laut Literatur: 70-85 % [111] “ |

Diphenhydramin-HCI

Messungen von Diphenhydramin-HCI in Anwesenheit von Acetylcystein (13 mg/l):

Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] pKi4 pK2 | Proteinbindung [%] pKi pK;
1 61.71 3.24 2.97 54.75 3.30 3.00
2 58.94 3.29 2.66 51.95 3.26 2.70
3 57.59 3.13 2.96 53.45 3.16 2.99

4 51.89 3.09 2.75 57.40 3.35 —

5 61.04 3.41 - 45.43 3.14 -

6 46.49 3.12 2.07 46.99 3.17 -
Mittelwert 56.28 3.21 2.68 51.66 3.23 2.90
sdv 5.93 0.12 0.37 4.61 0.09 0.17
rel sdv [%] 10.54 3.85 13.70 8.93 2.66 5.88

Messungen von Diphenhydramin-HCI in Anwesenheit von Cysteamin:

Bei den folgenden Messungen wurde der Puffer mit 6.1 mg/l Cysteamin versetzt, was
der gleichen Stoffmenge Acetylcystein in den vorausgegangenen Versuchen ent-

spricht. Der restliche Versuch wurde wie oben flr das Acetylcystein beschrieben

durchgefuhrt. H2N/\/SH
Cysteamin
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK;4 pK> Proteinbindung [%] pK4 pK:
1 52.93 3.26 47.63 3.18 ---
2 58.88 3.07 59.19 3.06 ---
3 65.75 3.47 2.45 61.41 342 2.49
4 58.30 3.37 53.03 3.27 -
5 69.39 3.79 3.35 65.56 3.78 3.29
Mittelwert 61.05 3.39 2.90 57.36 3.34 2.39
sdv 6.52 0.27 0.64 7.08 0.28 0.57
rel sdv [%] 10.67 7.88 | 21.94 12.34 8.31 19.57
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Messungen von Diphenhydramin-HCI in Anwesenheit von Acetylcysteamin:

Bei den folgenden Messungen wurde der Puffer mit 9.5 mg/l Acetylcysteamin ver-
setzt, was der gleichen Stoffmenge Acetylcystein und Cysteamin in den vorausge-
gangenen Versuchen entspricht. Der restliche Versuch wurde wie oben fur das Ace-

tylcystein beschrieben durchgefluhrt.

O
AN/\/SH
H
Acetylcysteamin
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 93.65 4.37 3.01 91.74 4.27 3.05
2 95.08 4.50 3.09 95.17 4.51 3.10
3 88.68 4.00 3.49 85.21 3.98 3.45
4 97.20 4.73 3.57 96.85 4.71 3.54
5 83.47 4.15 86.55 4.03
Mittelwert 91.62 4.35 3.29 91.10 4.30 3.29
sdv 5.53 0.29 0.28 5.13 0.31 0.25
rel sdv [%] 6.04 6.60 8.54 5.64 7.25 7.49

Einzelmessungen:

Siehe Experiment Diphenhydramin-HCI und Salicylsaure.

4.1.2.2. Verdrangung von Dipyridamol durch Etacrynsaure

Fur die Messungen mit Etacrynsaure als kovalent an Albumin bindender Arzneistoff
musste die Versuchsdurchfihrung modifiziert werden. Die Substanz bindet sowohl
kovalent als auch nichtkovalent an das Protein [33, 40]. Da in diesem Experiment nur
der Effekt der kovalenten Bindung untersucht werden sollte, wurde nachfolgend be-
schriebene Methode verwendet.

Das Albumin wurde zunachst flr zwei Stunden mit einer Pufferlésung inkubiert, die
1 mg/ml Etacrynsaure enthielt. Das Verhaltnis von Etacrynsaure zu Albumin betrug
hierbei ca. 10:1. AnschlieRend wurde diese Proteinldsung wie immer im 3. Versuchs-
schritt injiziert und so lange mit Puffer ultrafiltriert, bis die Absorption wieder bei null

war. Die restlichen Versuchsschritte wurden unverandert durchgefihrt.
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Substanz: Etacrynsaure O
. . L @)
Substanzdaten siehe Experiment Dipyridamol und \)J\OH
Piroxicam Cl
o CdZl
. Etacrynséure
Messungen von Etacrynsaure:
Unabhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK1 pK2 pK3 pK4
1 97.90 4.59 4.27 4.10 3.91
2 99.01 5.10 4.44 4.26 4.09
3 98.49 4.79 4.35 4.17 4.00
Mittelwert 98.47 4.83 4.35 4.18 4.00
sdv 0.56 0.26 0.09 0.08 0.09
rel sdv [%] 0.56 5.32 1.95 1.92 2.25
Abhéngige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK1 pK2 pK3 pK4
1 98.53 5.05 4.25 4.08 3.90
2 99.11 5.27 4.29 412 3.94
3 98.98 5.21 4.35 4.17 4.00
Mittelwert 98.87 5.18 4.30 4.12 3.95
sdv 0.30 0.11 0.05 0.05 0.05
rel sdv [%] 0.31 2.20 1.17 1.09 1.28
Substanz: Dipyridamol OH
Summenformel: C24H40NgO4 G
Molare Masse: 504.6 g/mol N
Messwellenlange: 417 nm
Eingesetzte Konzentration: 20 mg/I HO_~\
Verwendetes Protein: Humanes Serumal- H
bumin OH
. . Dipyridamol
Bindung laut Literatur: ~99 % [1] Py

Messungen in Anwesenheit von Etacrynséure:

Unabhingige Bindungsstellen Abhéangige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] | pKs | pK; | pKs | Proteinbindung [%] | pK: | pK: | pK;
1 99.99 7.23 | 7.06 | 6.88 93.84 440 | -

2 99.99 747 | 729 | 7.1 99.13 528 | -

3 99.99 7.34 | 717 | 6.99 96.42 465 | -

4 99.99 748 | 7.30 | 712 99.92 6.31 | -
Mittelwert 99.99 7.38 | 7.21 | 7.03 97.33 516 | --
sdv 0.00 0.12 | 0.11 | 0.11 2.77 0.85 | --

rel sdv [%] 0.00 1.61 | 1.57 | 1.61 2.84 16.50 | ---
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Einzelmessungen:

Siehe Experiment Dipyridamol und Piroxicam.

4.1.3. Diskussion

Fir die Konzentration des Acetylcysteins im Puffer wurde 13 mg/ml gewahlt. Dies
entspricht der errechneten maximalen Plasmakonzentration bei einmaliger Gabe von
200 mg ACC [126]. Hierbei wurde der First-Pass-Effekt der Substanz nicht beruck-
sichtigt, da hierbei nur Metabolite entstehen, die ebenfalls die flr die Bindung bendtig-
te Mercapto- bzw. Disulfid-Funktion enthalten [Abb. 1]. Demzufolge kann davon aus-

gegangen werden kann, dass ihre Reaktivitat ahnlich ist.

HN H SH SH H2N
[ox] 0 H, Deacetylierung H, [ox.]
S— N A0 —» HN O —>» O S—
+ Acetylcystem H 2 + Cystein
OH OH NH R
O
Diacetylcystin Acetylcystein Cystein Cystin

Abb. 43: Acetylcystein und seine First-Pass-Metabolite

Die Sudlow-I-Bindetasche, die in der Subdomane |IA des Albumins lokalisiert ist, soll-
te durch die Bindung von Acetylcystein an das Cys34 nicht beeinflusst werden, da
dieses in der Subdomane IA liegt [33, 125]. Folgerichtig wurde das Ausmal} der Pro-
teinbindung der Sudlow-I-Liganden Furosemid und Phenprocoumon durch ACC nicht
beeinflusst.

Die Bindestelle des ebenfalls sauren Arzneistoffes Diclofenac-Na ist nicht bekannt. Da
auch hier keine Anderung der Proteinbindung festgestellt werden konnte und auf-
grund der Struktur des Diclofenacs liegt allerdings nahe, dass es ein Sudlow-I-Ligand
ist.

Da sich bei den Verdrangungsexperimenten in Kapitel 4.1.1 gezeigt hatte, dass die
Stoffe Ambroxol-HCI und Diphenhydramin-HCI durch saure Stoffe eine Erniedrigung
der Proteinbindung um ca. 10 % erfuhren, wurden die Stoffe ebenfalls in Gegenwart
von Acetylcystein vermessen. Bei beiden wurde eine Reduktion ihrer Bindung an das
Albumin beobachtet [Abb. 44]. Der Effekt war bei Diphenhydramin-HCI starker

ausgepragt war als bei Ambroxol-HCI.
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Abb. 44: Proteinbindungen der kationischen Arzneistoffe in der Einzelmessung und im Verdrangungsexpe-
riment; Verdrangungspartner in Klammern. (ACA: Acetylcysteamin, ACC: Acetylcystein, AM:
Ambroxol-HCI, CA: Cysteamin, DP: Diphenhydramin-HCI, DY: Dipyridamol, EA: Etacrynsaure)

Wie in dem Ubersichtsartikel von Oettl und Stauber [123] erwadhnt, hangt die
Anderung der Affinitat der Liganden zu HNA stark vom benutzten Oxidations- bzw.
Modifikationsreagenz und den Reaktionsbedingungen ab. Um zu Uberprifen, ob die
Saurefunktion des ACCs fur die Verminderung der Proteinbindung der Liganden
Ambroxol-HCI und Diphenhydramin-HCI verantwortich ist, wurden die carboxylfreien
Derivate des Acetylcysteins, Cysteamin und Acetylcysteamin, verwendet [Abb. 45].
Sie sind in der Lage an Position 34 des Proteins zu binden, d.h. eine Reduktion der
Affinitat des Diphenhydramin-HCls an Albumin ware allein durch die Oxidation zum

Disulfid zu erklaren.

o o SH
Mot L o A~ SH
N N HoN
H Ho on

Abb. 45: Acetylcysteamin (links), Acetylcystein (Mitte) und Cysteamin (rechts)

Cysteamin hat auf die Proteinbindung des Diphenhydramin-HClIs den gleichen Effekt
wie Acetylcystein, d.h. beide vermindern die Diphenhydramin-Bindung um 15-20 %.

Acetylcysteamin hingegen erhoht die Affinitat des Liganden Diphenhydramin-HCI zum
Protein um 17 %. Dieser entgegengesetzte Effekt weist darauf hin, dass die bei ACC

und Cysteamin beobachtete Verdrangung, nicht allein auf einer rein sterischen Blo-
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ckade einer Bindungsstelle beruht. Vielmehr ist es so, dass die Addukte des Cys34
mit ACC und Cysteamin geladen sind (Cys34-Acetylcystein-Addukt = negativ,
Cys34-Cysteamin-Addukt = positiv), wahrend das Cys34-Acetylcysteamin-Addukt
neutral ist [Abb. 46], was offensichtlich zu einer besseren Wechselwirkung des
Diphenhydramin-HCls mit dem oxidierten Albumin und damit zu einer héheren Pro-
teinbindung fuhrt; bei den geladenen Addukten kommt es wohl eher zu einer ,,Absto-
Rung“ des Diphenhydramin-HCls. Alle drei Ergebnisse belegen, dass die Diphenhyd-
ramin-Bindestelle in der Nahe des Cys34 liegt, welches in der Subdomane |A liegt,
und Diphenhydramin somit nicht an Sudlow-l oder Sudow-Il, sondern an eine weitere

kationische Bindestelle bindet, wie bereits in Kapitel 4.1.1.4 angenommen wurde.

o O O
o 'I/NH NH3* NH
H
? ? ?
S S S
QH[ QH[ H QH[
J N M AN, M N
R™ °N R R™ °N R R™ °N R
o H 0 H
Cys34-ACC-Addukt Cys34-Cysteamin-Addukt Cys34-Acetycysteamin-Addukt
Bindung DPH Bindung DPH 1 Bindung DPH

Abb. 46: Addukte von ACC, Cysteamin und Acetylcysteamin mit Cys34 bei pH 7.4 (DPH: Dhiphenhydra-
min-HCI, |: Proteinbindung erniedrigt, 1: Proteinbindung erh6ht)

Die Experimente mit Acetylcystein und seinen Derivaten Cysteamin und Acetylcys-
teamin zeigen, dass strukturell sehr ahnlich Bindungspartner zu unterschiedlichen
Anderungen der Bindungseigenschaften des Albumins fihren kdnnen und dass somit
Vorhersagen Uber die Anderungen der Proteinbindung schwierig sind.

Abschlie®end sei noch der Einfluss von Etacrynsaure auf die Albuminbindung des
diskutiert. Etacrynsaure bindet sowohl kovalent an Cys34, als auch nicht-kovalent an
Albumin [40]. Beide Bindungsarten haben Einfluss auf die Bindungseigenschaften des
Albumins, wobei diese sowohl kooperative, als auch antikooperative Effekte zeigen
kénnen [33, 40].

Bei der Versuchsdurchfihrung wurde mit Etacrynsaure gesattigtes Albumin verwen-
det. Da hierbei die Basislinie bei der Messwellenlange des Diphenhydramin-HCls fur
eine sinnvolle Messung zu instabil war, wurde fur diesen Versuch Dipyridamol als
Bindungspartner gewahlt. Diese Instabilitat beruht womdglich darauf, dass die fur die
Ultrafiltration zur Verflgung stehende Zeit wahrend des Versuches nicht ausreichend
war, um den nicht-kovalent gebundenen Anteil der Etacrynsaure vollstandig aus der

Proteinlésung zu entfernen und somit weiterhin eluierende Etacrynsaure die Messung
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storte. Da Dipyridamol ein hdheres Absorptionsmaximum als Diphenhydramin-HCI
und Etacrynsaure hat, konnte dieses stérungsfrei gemessen werden. Es konnte keine
Verdrangung des Dipyridamols aus der Bindung festgestellt werden [Abb. 44].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die verwendete Methode an sich gut fur
solche Messungen geeignet ist, da nach Inkubation mit einer kovalent an das Albumin
bindenden Substanz dieses ohne weiteren Aufreinigungsschritte in der Messanlage
injiziert werden kann. Das Protein wird im anschlieRenden Spiulschritt mit Puffer wah-
rend der Messung von den ungebundenen Anteilen befreit wird und der Versuch kann

ohne Unterbrechung fortgesetzt werden.
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4.2. Proteinbindung der Ephedra-Alkaloide

4.2.1. Aligemeines

Die Pflanzen der Gattung Meertraubel (Ephedra) enthalten eine Reihe von indirekt
sympathomimetischen Phenylethylaminen, von denen Ephedrin und Pseudoephedrin
die Bedeutendsten sind. Beide Substanzen unterscheiden sich lediglich in ihrer Ste-
reochemie: Sie sind diastereomer zueinander. In der Natur kommen (-)-Ephedrin und
(+)-Pseudoephedrin in wesentlich grofieren Mengen vor als ihre jeweiligen Enantio-
mere [Abb. 47] [129].

Mw OH y
N\ diastereomer . N\
CHj ©/\gH3

(-)-Ephedrin (+)-Pseudoephedrin

diastereomer

enantiomer
Jawonueua

QH H OH H
- N\ diastereomer N\
©/\é/|—|3 CHs,

(+)-Ephedrin (-)-Pseudoephedrin
Abb. 47: Ubersicht der Ephedraalkaloide und ihre stereochemische Beziehung zueinander
Ye et al. konnten zeigen, dass sich (-)-Ephedrin und (+)-Pseudoephedrin mit Hilfe von
bovinem Serumalbumin kapillarelektrophoretisch trennen lassen [130]. Daher liegt der
Schluss nahe, dass diese Verbindungen eine unterschiedliche Proteinbindung haben.
Da alle vier Stereocisomere sowie die Racemate zur Verfigung standen und bisher
das Ausmal der Proteinbindung nicht bekannt ist, wurde im Folgenden untersucht, ob

und wie grol} die Unterschiede sind.
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4.2.2. Ephedrin

Substanz:
Summenformel:

Molare Masse:
Messwellenlange:
Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

(1R,2S)-(-)-Ephedrin OH

H
C1oH1sNO ©/KKN\
165.23 g/mol CHs
256 nm (1R,25)~(-)-Ephedrin
400 mg/l

Bovines Serumalbumin

Messungen:
Unabhingige Bindungsstellen Abhéngige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] | pK; | pK; | pK; | Proteinbindung [%] | pK: | pK: | pK;
1 22.85 237 | 219 | 2.02 14.33 245 | 2.27 | 2.09
2 17.73 256 | --- 10.41 229 | 211 | --
3 29.19 2.84 | - 10.42 229 | ---
Mittelwert 23.26 259 | --- 11.72 234 | 219 | ---
sdv 5.74 024 | --- 2.26 0.09 | 0.11
rel sdv [%] 24.68 9.13 | --- 19.29 3.94 | 517 | -
Substanz: (1S,2R)-(+)-Ephedrin QH H
Summenformel: C1oH15NO ON ~
CH
Molare Masse: 165.23 g/mol 3
Messwellenlange: 256 nm (1S,2R)-(+)-Ephedrin
Eingesetzte Konzentration: 400 mg/l

Verwendetes Protein:

Bovines Serumalbumin

Messungen:
Unabhingige Bindungsstellen Abhéngige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] | pKs | pK: | pK; | Proteinbindung [%] | pK: | pK: | pK;
1 96.05 443 | 414 | - 99.47 5.50 | 3.08 | 2.86
2 96.73 4.68 | 3.07 | 2.90 97.06 474 |1 3.01 | 2.84
3 98.01 4.90 | 3.21 | 3.04 98.70 5.10 | 3.21 | 3.03
Mittelwert 96.93 4.67 | 3.47 | 2.97 98.41 511 | 3.10 | 2.91
sdv 1.00 0.24 | 0.58 | 0.10 1.23 0.38 | 0.10 | 0.10
rel sdv [%] 1.03 5.04 |16.74| 3.33 1.25 743 | 3.27 | 3.59
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Substanz:

Summenformel:

Molare Masse:

Messwellenlange:

Eingesetzte

Konzentration:

Verwendetes Protein:

Racemisches Ephedrin OH
C1oH1sNO N
165.23 g/mol , e
256 nm OH .
N\

400 mg/I ©/V
. . CH;
Bovines Serumalbumin

Racemisches Ephedrin

Messungen:
Unabhingige Bindungsstellen Abhéngige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] | pK; | pK; | pK; | Proteinbindung [%] | pK: | pK: | pK;
1 93.79 4.38 | 2.88 | 2.71 93.73 440 | 2.81 | 2.64

2 93.02 434 |1 2.36 | 219 91.34 425 | 245 | 2.28

3 56.25 3111293 | - 62.69 345|316 | --

4 21.67 245 | 225 | --- 14.37 245 | 227 | -

5 30.97 265 | 248 | -- 25.38 275|258 | ---

6 32.56 258 | 241 | 2.23 12.09 2.36 | 2.18 | 2.01

7 43.40 2.88 | 2.71 35.97 297 | 2.80 | 2.62

8 99.99 6.97 | 6.79 | --- 99.98 703 | --
Mittelwert 58.96* 3.67 | 3.10 | 2.38 54.44* 3.71 1 261 | 2.39
sdv 32.02 1.54 | 1.51 | 0.29 37.09 1.55 | 0.34 | 0.30
rel sdv [%] 54.31 41.83|48.71|12.18 68.13 41.7213.15|12.61

* es liegen nur vorlaufige Werte vor, da die Substanz im Moment aufgrund der hohen Streuung weiter
untersucht wird

4.2.3. Pseudoephedrin

Substanz:

(1S,2S)-(+)-Pseudoephedrin OH

= H
: N
Summenformel: C1oH15NO ©/\l/ ~
Molare Masse: 165.23 g/mol ChHs
Messwellenlange: 256 nm (1S,2S)-(+)-Pseudoephedrin
Eingesetzte Konzentration: 400 mg/l
Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin
Messungen:
Unabhingige Bindungsstellen Abhéangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] | pK; | pK; | pK; | Proteinbindung [%] | pK: | pK: | pK;
1 60.08 3.32 | 255 | 1.71 60.33 340 | 2.47 | 1.85
2 54.25 323|245 | -- 55.00 3.31 | 2.22 | 2.04
3 66.30 3.38 | 2.72 | 2.54 60.00 340 | 297 | ---
Mittelwert 60.21 3.31 | 257 | 2.13 58.44 3.37 | 255 | 1.95
sdv 6.03 0.08 | 0.14 | 0.59 2.99 0.05 | 0.38 | 0.13
rel sdv [%] 10.01 2.28 | 5.30 |27.62 5.11 1.54 [14.96 | 6.91
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Substanz: (1R,2R)-(-)-Pseudoephedrin OH
N
Summenformel: C1oH4sNO N
Molare Masse: 165.23 g/mol CHy
Messwellenlange: 256 nm (1R,2R)-(+)-Pseudoephedrin
Eingesetzte Konzentration: 400 mg/l
Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin
Messungen:
Unabhingige Bindungsstellen Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] | pK; | pK; | pK; | Proteinbindung [%] | pK: | pK: | pK;
1 94.71 4.42 | 3.36 | 2.93 99.52 554 | 3.14 | 2.96
2 86.25 3.96 | 2.93 | 2.75 83.82 3.94 | 2.89 | 2.72
3 92.59 416 | 3.71 | 2.69 94.42 445|332 | 3.15
Mittelwert 91.18 418 | 3.33 | 2.79 92.59 4.64 | 3.12 | 2.94
sdv 4.40 0.23 | 0.39 | 0.12 8.01 0.82 | 0.22 | 0.22
rel sdv [%] 4.83 5.52 |11.72| 4.48 8.65 17.60| 6.93 | 7.32
Substanz: Racemisches Pseudoephedrin OH 4
~_N
Summenformel: C10H1sNO ©/\‘/ ~
Molare Masse: 165.23 g/mol N ChHs
Messwellenlange: 256 nm OH
N
Eingesetzte Konzentration: 400 mg/l T
. . . CH
Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin 3

Racemisches Pseudoephedrin

Messungen:
Unabhingige Bindungsstellen Abhéngige Bindungsstellen

Messung | Proteinbindung [%] | pK: | pK: | pK; | Proteinbindung [%] | pK1 | pK: | pKs
1 21.95 245 | 227 | --- 17.04 253 | 236 | 2.18
2 97.35 479 | 165 | -- 92.42 431 | 215 | ---
3 68.98 349 | 2.56 | 2.38 73.05 3.66 | 2.50 | 2.33
Mittelwert 62.76 3.58 | 216 | --- 60.84 3.50 | 2.34 | 2.26
sdv 38.08 117 | 046 | --- 39.15 0.90 | 0.18 | 0.11
rel sdv [%] 60.68 32.78 | 21.52| --- 64.35 25.73| 7.54 | 4.70
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4.2.4. Diskussion

In der Arbeit von Ye et al. konnte eine kapillarelektrophoretische Trennung von
(-)-Ephedrin und (+)-Pseudoephedrin bei pH 9.0 in Gegenwart von bovinem Serumal-
bumin in einer unbeschichteten Quarzkapillare erreicht werden. Hierbei migrierte
(+)-Pseudoephedrin in Anwesenheit des Albumins schneller als (-)-Ephedrin [130]. Da
beide Substanzen den gleichen pKs-Wert von 9.63 [112] und die gleiche Masse besit-
zen, sollte als Trennparameter nur die Affinitat zum Protein ein Rolle spielen. Beide
Substanzen liegen unter den genannten Bedingungen zu ca. 80 % kationisch vor und
migrieren somit schneller als Aloumin, welches bei pH 9.0 eine negative Nettoladung
aufweist [14]. Somit wird die Substanz, die eine hdohere Affinitat zu Aloumin aufweist,

verlangsamt.
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Abb. 48: Proteinbindung der Ephedraalkaloide (mEP: (-)-Ephedrin, pEP: (+)-Ephedrin, rEP: racemisches
Ephedrin, pPE: (+)-Pseudoephedrin, mPE: (-)-Pseudoephedrin, rPE: racemisches Pseudoephedrin)

Daraus folgt, dass (-)-Ephedrin die hdéhere Proteinbindung haben sollte. Dies konnte
im Experiment nicht bestatigt werden. (-)-Ephedrin zeigte mit 23 % einen deutlich ge-
ringen Wert als (+)-Pseudoephedrin mit 60 % Bindung [Abb. 48]. Eine mogliche Erkla-
rung ist, dass die Bindungsaffinitat zu Albumin sehr stark von vorliegenden pH-Wert
abhangig ist [110]. Wahrend die kapillarelektrophoretische Messung bei pH 9.0 erfolg-
te, wurde die Ultrafiltration bei dem physiologischen pH-Wert 7.4 durchgefuhrt. Dies
hat einen starken Einfluss auf den Protonierungsgrad des Albumins und der Ephed-
rinstereoisomere. Ephedrin und Pseudoephedrin liegen bei pH 7.4 zu Uber 99 % in

der protonierten Form vor, bei pH 9.0 nur zu ca. 81 %. Betrachtet man die Aminosau-
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ren des Albumins tritt hier auch eine deutliche Anderung ihres Protonierungsgrads
auf. Dadurch sinkt die rechnerische Nettoladung des Proteins von -16 auf -20 [Tab. 6].
Da ionische Wechselwirkungen der einzelnen Aminosauren sowohl Auswirkung auf
die Faltung des Proteins, als auch auf ionische Wechselwirkungen mit Liganden hat,
unterscheiden sich die Bindungsverhaltnisse bei beiden pH-Werten deutlich vonei-

nander und somit auch die Proteinbindung.

Ami . . Gelat?ene.r Ladung Gelat?ene.r Ladung *
minosauren | Anzahl| pKa | Seitenkette | Anteil bei | , Anzahl Anteil bei Anzahl
pH7.4 pH 9.0
Arginin 23 13.2| basisch 1.00 23.0 1.00 23.0
Histidin 17 |[6.05| basisch 0.04 0.7 0.00 0.0
Lysin 59 10.8| basisch 1.00 59.0 0.98 58.1
N-Terminus 1 8.8 basisch 0.96 1.0 0.39 0.4
Asparaginsaure | 40 3.9 sauer 1.00 -40.0 1.00 -40.0
Cystein 1* 10.3 sauer 0.00 0.0 0.04 0.0
Glutaminsaure 59 4.32 sauer 1.00 -59.0 1.00 -59.0
Tyrosin 20 10.1 sauer 0.00 0.0 0.08 -1.6
C-Terminus 1 2.33 sauer 1.00 -1.0 1.00 -1.0
Nettoladung des Albumins bei pH7.4 -16.3 pH 9.0 -20.1

Tab. 6: Ladung der sauren und Basischen Aminosauren des BSAs bei pH 7.4 und 9.0 (* nur die SH-Gruppe
des Cys34 liegt frei vor, die restlichen 34 Cysteine sind in Disulfidbriicken gebunden)

Weitere Arbeiten zu diesem Thema von Huang et al. [131], Yang et al. [132] und Till
et al [133] zeigten ebenfalls widerspruchliche Ergebnisse. Huang et al. bestimmten
mittels UV- und Fluoreszenzspektroskopie fast gleich grof3e Bindungskonstanten fur
Pseudoephedrin (pK =4.3) und fur Ephedrin (pK = 4.4). Allerdings waren diese Bin-
dungskonstanten deutlich verschieden von den hier bestimmten (Pseudoephedrin:
pK = 3.3; Ephedrin: pK = 2.6), was in der Verwendung von humanem Serumalbumin
fur die Versuche von Huang et al. begrindet sein konnte.

Yang et al. untersuchte die Wechselwirkung zwischen Ephedrin und bovinem Serum-
albumin mittels Mikrodialyse. Die von ihnen bestimmte Bindungskonstante (pK = 4.2)
weicht ebenfalls von der hier bestimmten ab, allerdings wurde bei dieser Untersu-
chung ein 1000-facher Uberschuss Ephedrin zu dem Protein gegeben. Dies ist unter
physiologischen Bedingungen nie der Fall, da bei Gabe therapeutischer Dosen Al-
bumin im Uberschuss vorliegt. Des Weiteren wurde von Yang et al. ebenfalls nicht bei
dem physiologischen pH-Wert von 7.4 sondern bei pH 8.0 gemessen, was ebenfalls

die Abweichung erklart.
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Till et al. bestimmten die Proteinbindung von Pseudoephedrin mittels Ultrazentrifuga-
tion. Sie verwendeten humanes Plasma fiur die Untersuchung und setzten Pseudo-
ephedrin in Konzentrationen von 0.2-1.8 ug/ml ein, wodurch die Plasmaproteine im
Uberschuss vorhanden sind. Die Proteinbindung des Pseudoephedrins wurde unter
diesen Bedingungen zu 20 (+/- 7.3) % bestimmt. Dieser Wert stimmt ebenfalls nicht
mit den 60 % Bindung, die mittels Ultrafiltration bestimmt wurden, Uberein. Dies konn-
te in der Verwendung von Plasma begrundet liegen, da in diesem endogene Liganden
des Albumins wie Fettsduren vorhanden sind, die die Plasmaproteinbindung beein-
flussen kdnnen [46, 47]. Die Bindungskonstante wurde von Till et al. nicht angegeben,
wodurch ein Vergleich mit den Ergebnissen der anderen Arbeiten schwierig ist. Da fur
Pseudoephedrin von Till et al. eine ahnlich prozentuale Bindung wie fir das
(-)-Ephedrin im Ultrafiltrationsexperiment bestimmt wurde und die Bindungskonstante
fur das Ephedrin hier bei pK = 2.6 lag, ist zu erwarten, dass die Bindungskonstante
bei Till et al. in einem ahnlichen Bereich lag. Dieser Wert unterscheidet sich wiederum
deutlich von dem von Huang et al. bestimmten Wert (pK = 4.3).

Die Enantiomeren (+)-Ephedrin und (-)-Pseudoephedrin weisen beide ein sehr hohe
Bindung uber 90 % auf. Vergleichswerte aus der Literatur liegen hierfur nicht vor.

Die Messungen beider Racemate ergaben hingegen keine verwertbaren Resultate, da
auch bei wiederholter Messung die Werte sehr stark streuten und somit keine sinnvol-
le Aussage Uber die Bindung gemacht werden konnte [Abb. 48]. Eine Erklarung hier-
fur sind moglicherweise die grofen Differenzen der jeweiligen Proteinbindungen bei-
der Enantiomeren. Dadurch kann es zu einer Uberlagerung beider Bindungen kom-
men, woraus ein Kurvenverlauf resultiert, der von der Auswertungssoftware nicht
mehr sinnvoll analysiert werden kann. Der Kurvenverlauf ist dabei zwischen dem ers-
ten deutlich ausgepragten sigmoiden Anstieg und der Plateauphase ein weiteres
mal - wenn auch weniger deutlich - sigmoid gekrimmt, es ergibt sich eine biphasi-
scher Kurvenverlauf [Abb. 49]. Eine getrennte Betrachtung der beiden sigmoider Be-
reiche, wie es bei der Auswertung solcher Kurven Ublich ist, kann mit der Software
nicht durchgefuhrt werden. Die manuelle Trennung der beiden Bereiche ist aufgrund
der schwachen Auspragung des zweiten Bereichs schwierig und unterliegt deshalb

wahrscheinlich ebenfalls einer starken Schwankung.
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Abb. 49: Vergleich zwischen einfach sigmoidem und biphasischem Kurvenverlauf

Dieses Problem trat auch bei den unter 4.1 beschriebenen Verdrangungsversuchen
auf, wenn bei Wellenlangen gemessen wurde, bei denen die Absorptionen beider
Stoffe nicht gentigend getrennt waren. Da beide Substanzen ein identisches Chromo-
phor aufweisen, ist eine getrennte Beobachtung der Substanzen auf diese Wiese un-
ter diesen Bedingungen nicht moglich.

Tab. 7 fasst die unterschiedlichen Untersuchungen zur Bestimmung Proteinbindung
der Ephedraalkaloide zusammen. Die Messungen zeigten zum einen, dass sich die
Proteinbindung der einzelnen Stereoisomere des Ephedrins bzw. Pseudoephedrins
deutlich in ihrer Plasmaproteinbindung unterscheiden. Zum anderen wird deutlich, wie
stark die Bestimmung dieser von der gewahlten Bedingungen und der Bestimmungs-
methode abhangig ist. Ein Vergleich zwischen den Messergebnissen verschiedener
Methoden ist damit sehr schwierig und erklart auch die zum Teil deutlichen Abwei-

chungen der verschiedenen Literaturwerte zu einzelnen Stoffen.

(-)-Ephedrin (+)-Pseudoephedrin moglicher Grund fiir Abweichung
Horst 23 % PB; pK=24 60 % PB; pK =3.3 Verwendung von BSA
Ye [130] keine Werte; PB Ephedrin > Pseudoephedrin Bestimmung bei pH 9.0
Huang [131] pK =4.4 pK=4.3 Verwendung von HSA
Yang [132] pK=4.2 Kein Wert 1000-facher Ephedrin-UberschuB,
Bestimmung bei pH 8.0
Till [133] kein Wert 20 % PB Verwendung von humanem Plasma

Tab. 7: Zusammenfassung der unterschiedlichen Untersuchungen zur Bestimmung Proteinbindung der

Ephedraalkaloide
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4.3. Proteinbindung der Bisnaphthalimide

Die Gruppe der Bisnaphthalimide stellt eine Verbindungsklasse von allosteren Muska-
rinrezeptormodulatoren da, die zum Teil antitrypanosomale und antiplasmodiale Akti-
vitat zeigen [101, 102, 134]. Als potenzielle Arzneistoffe sollten ihre Plasmaprotein-
bindungen zur weiteren Optimierung der Stoffe und zur Ableitung von Struk-

tur-Bindungsbeziehungen untersucht werden.

4.3.1. MT02 und MT02-Vorstufe

Substanz: MTO02
N',N°-Bis(2,2-dimethyl-3-(5-nitro-1,3-dioxo-1H-benzo[delisochnolin-2(3H)-yl)propyl)-
N',N" N° N®-tetramethylhexan-1,6-diammoniumdibromid

Summenformel: C44H54BroNgOs o | o
Molare Masse: 954.7 g/mol O N%#\/\N}“@%N O
Messwellenlange: 273 nm 0 © . O
Eingesetzte Konzentration: 50 mg/l NO "o
Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin MT02

Substanz: MTO02-Vorstufe
2-(3-Dimethylamino-2,2-dimethyl-propyl)-5-nitro-benzo[de]isochinolin-1,3-dion
Summenformel: C19H21N304 Q

Molare Masse: 355.4 g/mol O N/><\'T‘/
Messwellenlange: 273 nm O O
Eingesetzte Konzentration: 35 mgl/l

Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin NO2

MTO02-Vorstufe

Die in Bezug auf ihre antiplasmodiale Aktivitat interessanteste Verbindung war MT02.
Bei dem Versuch, die Substanz zu vermessen, fiel auf, dass ihre Absorption auch in
Abwesenheit von Albumin nur sehr langsam anstieg und die Plateauphase auch nach
mehreren Stunden nicht erreicht wurde. Nach Ausbau der Messzelle wurde eine nor-
male Spulkurve erhalten. Dies bedeutet, dass die Substanz eine starke Adsorption an

die aus Polymethylmethacrylat (PMMA) bestehende Messzelle zeigte. Dieses Prob-
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lem wurde bereits bei Messungen von zwei Naphthylisochinolinen, die von Albert
durchgefuhrt wurden, beschrieben [96]. Um die Proteinbindung von MT02 bestimmen
zu kénnen, wurde nach Lésungen flr dieses Problem gesucht. Allen Strukturen ist die
quartare Ammoniumgruppe gemeinsam. Deshalb wurde vermutet, dass diese fur Bin-
dung an die Zelle verantwortlich ist. Als Grund wurden Wechselwirkungen zwischen
dem positiven Stickstoff und dem Carbonylsauerstoff der Esterfunktion des Kunststof-
fes angenommen [Abb. 52].

Ahnliche Phanomene kénnen auch bei der Saulenchromatographie solcher Verbin-
dungen an Kieselgel beobachtet werden. Wird hierbei dem Elutionsmittel Ammonium-
nitrat zugegeben, kann dieses die Verbindungen aus der Bindung an das Kieselgel
verdrangen. Auf die Bindung an das Polymethylmethacrylat zeigte die Zugabe von
NH4NO3 in einem Konzentrationsbereich von 0.2-2 M allerdings keinen Einfluss.

Bei Ammoniumnitrat sind im Gegensatz zu MT02 an den Stickstoff vier Wasserstoff-
atome gebunden. Um den quartaren Stickstoff der Puffersubstanz dem zu untersu-
chenden Molekul strukturell ahnlicherer zu machen, wurde in den nachsten Versu-
chen das Ammoniumnitrat durch Tetramethylammoniumbromid und Tetrabutylammo-
niumbromid [Abb. 50], ebenfalls in Konzentrationen von 0.2-2 M, ersetzt. Dies flhrte

aber auch zu keiner Reduktion der Adsorption an die Messzelle.

[
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Ammoniumion Tetrabutylammoniumion

Abb. 50: Ammoniumstruktur von MT02 und analoge Verbindungen

Da ein hohes Angebot an quartaren Ammoniumverbindungen keinen Einfluss auf die
Bindung an die Zelle hatte, wurde die Vorstufe von MT02 vermessen, die als tertiares
Amin vorliegt. Diese Verbindung zeigte ein nahezu identisches Verhalten, weswegen
die Ursache fur die Adsorption nicht der permanent positiv geladene Stickstoff sein

kann.
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Eine weitere Gemeinsamkeit der Substanzen ist, dass sie relativ grol3e lipophile Aro-
maten enthalten. Sind diese fur die Bindung an die Zelle verantwortlich, musste diese
bei der Verbindung WB64 [Abb. 51] reduziert sein. Dieses Derivat von MT02 ist am
Ringsystem nicht nitrosubstituiert und weist auch nicht den quartaren Kohlenstoff in
der Linkerkette der Ringe auf. Beides reduziert die Lipophilie der Verbindung deutlich.

(0]
(0]
(0] / |+
N/\/\N+/\/\/\//'\l\/\/N O O N/\/\T/
o g °
S Al Q0

WB64 WB64-Vorstufe

Abb. 51: WB64 und seine Synthesevorstufe
Sowohl WB64 als auch dessen Vorstufe zeigten nahezu keine Adsorption an die Zel-
le. Die hohe Affinitat der Substanzen MT02 und MT02-Vorstufe zu PMMA wird somit
durch Wechselwirkungen mit den Nitrogruppen verursacht. Zur Verminderung dieser
wurde in den folgenden Versuchen dem Puffer 10 % DMSO zugesetzt. Dies sollte die
Affinitat der Substanzen zur Pufferlosungen erhdhen und dadurch die Anlagerung an
das Material der Messzelle vermindern. Dies konnte nur zum Teil erreicht werden. Die
UV-Absorption am Detektor stieg dadurch schneller an, aber die Plateauphase wurde
nach wie vor nicht erreicht.
Eine weitere Verbesserung konnte folglich nur noch durch die Veranderung der
Messzelle selbst erfolgen. MT02 zeigte keine Adsorption an Kunststoffschlauche der
Messanlage. Diese bestehen aus Polytetrafluorethylen (PTFE), einem vollstandig flu-
orierten Kohlenwasserstoff [Abb. 52], der aufgrund seiner hohen Indifferenz gegen-
Uber einer Vielzahl von Substanzen breite Anwendung bei der Herstellung von Labor-

geraten findet.

PMMA PVDF PTFE

Abb. 52: Strukturen der Kunststoffe fiir die Herstellung der Messzellen

Die Fertigung einer Messzelle aus PTFE war nicht moglich. Das Material ist fur diese
Anwendung zu weich und die fur den Anschluss an die Anlage nétigen Gewindeboh-

rungen waren aufgrund zu hohen Abriebs nicht bestandig.
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Daraufhin wurde die unter 2.1.3.2 beschriebene Zelle aus Polyvinylidenfluorid (PVDF
[Abb. 52]) hergestellt. Dieses Material besteht aus zum Teil fluorierten Kohlenwasser-
stoffen, ist chemisch ebenfalls inerter als PMMA, aber weniger inert als PTFE. Es
weist aber daflur eine hohere Harte auf. Die Zelle stellt somit einen Kompromiss zwi-
schen der geforderten verminderten Adsorption und Einschrankung der Konstruktion
dar.

Mit dieser Zelle stieg die Absorption von MT02 normal an und erreichte die Pla-
teauphase. Die Bestimmung der Proteinbindung war dennoch nicht moglich. Die
Wirkstofflosung war Uber den Zeitraum der Messung nicht bestandig und verfarbte
sich nach unterschiedlichen Zeiten rosa und schlieBlich blassgelb. Hierdurch konnten
keine auswertbaren Kurven erhalten werden.

Der Grund fur diese Zersetzung und welche Reaktionen hierbei ablaufen, wurde an
dieser Stelle nicht untersucht. Allerdings ist dies im Moment Gegenstand der Arbeit

von Dr. E. El-Hossary.

4.4. Proteinbindung der Naphthylisochinoline

Die Pflanzen der Familien Ancistrocladaceae und Dioncophyllaceae enthalten eine
Reihe von Alkaloide von Naphthylisochinolin-Typ. Derivate dieser Alkaloide zeigen
Bioaktivitat gegen parasitare Erreger wie Leishmanien. Ilhre Synthese ist Gegenstand
der Forschung der Arbeitsgruppe Bringmann [135, 136].

Von einer Vielzahl dieser Verbindungen wurde bereits von Albert die Proteinbindung
mittels kontinuierlicher Ultrafiltration bestimmt [96, 137]. Hierbei traten die schon unter
4.3 erwahnte Probleme der Adsorption der Substanz an die Messzelle der Anlage auf.
Da hierfur eine Losung durch Verwendung eines anderen Zellenmaterials gefunden
wurde, sollte die Proteinbindung der zuvor nicht messbaren Substanzen, GB-AP05
und GB-AP143 mit Hilfe dieser Zelle bestimmt werden.
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4.4.1. GB-AP05
Substanz: GB-AP05
6,8-Dimethoxy-1,3-dimethyl-2-(naphthalen-1-yl)isochinolin-2-iumperchlorat
Summenformel: Ca23H22CINOg
-0 T cloy
Molare Masse: 443.9 g/mol N 4
~
Messwellenlange: 264 nm O
, , 0
Eingesetzte Konzentration: 13 mg/l O
Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin
GB-AP05
Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK:
1 99.90 6.36 6.18 47.50 3.65
2 99.80 6.31 6.13 24.40 3.28
3 99.90 6.89 6.71 53.50 4.41
4 99.80 6.17 6.00 38.30 3.36
5 99.50 6.74 6.56 64.10 3.92
Mittelwert 99.78 6.49 6.32 45.56 3.72
sdv 0.16 0.31 0.30 15.09 0.46
rel sdv [%] 0.16 4.71 4.80 33.12 12.34

Die Substanz liel3 sich durch die Verwendung der PVDF-Zelle problemlos messen.
Die Proteinbindung ist mit 99.8 % im Gegensatz zu den von Albert vermessenen Sub-

stanzen deutlich hdher [Tab. 8].

Substanz | Proteinbindung [%] sdv
GB-AP 89 63.0 5.4
GB-AP 94 35.7 7.4
GB-AP101 61.2 9.4
GB-AP104 56.4 2.0
GB-AP107 51.3 10.9
GB-AP110 69.2 7.9
GB-AP149 61.3 7.8
GB-AP186 63.4 10.1
GB-AP187 32.6 7.7
GB-AP189 53.5 6.2
GB-AP197 52.8 7.6

Tab. 8: Proteinbindung der Naphtylisochinoline [96]

Der Grund hierfur ist evtl. der gleiche wie fur die Adsorption an PMMA. Eine Sub-
stanz, die eine sehr hohe Affinitat zu diesem Material hat, das hauptsachlich Ester-

funktionen fur Wechselwirkungen zu Verfugung stellt, bindet scheinbar auch stark an
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ein Molekdl wie Albumin, das neben dieser Funktion viele weitere potenzielle Bin-

dungspartnern aufweist.

4.4.2. GB-AP143

Substanz: GB-AP143
2,2'-([1,1'-Biphenyl]-4,4'-diyl)bis(6,8-dimethoxy-1,3-dimethylisochinolin-2-ium) triflu-
oracetat 0 X

Summenformel: Ca2H3sFsN206 N - 2 CF4CO0"
Molare Masse: 812.8¢g/mol _O O o~
Messwellenlange: 271 nm O N+
Eingesetzte Konzentration: 11 mg/l N
Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin

GB-AP143

Die Substanz GB-AP143 war auch mit der PVDF-Zelle nicht messbar, sie zeigte wei-
terhin die starke Bindung an das Material der Messzelle. Dies zeigt, dass PVDF trotz
der teilweisen Fluorierung nicht vollstandig inert ist.

Die Methode kann durch die Weiterentwicklung der Zelle breiter angewendet werden,
ist trotz allem nicht fur alle Substanzen geeignet [vgl. 4.5].
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4.5. Proteinbindung der Fluorchinolone

Fluorchinolone werden seit 1980er als Hemmestoffe der bakteriellen Topoisomerase-I|
(Gyrase) bei Infektionen angewendet. Ausgehend von Norfloxacin konnte durch struk-
turelle Veranderungen in den letzten 30 Jahren eine Reihe von Antiinfektiva entwickelt
werden, die Uber ihre urspriingliche Indikation ,Harnwegsinfekte* hinaus bei zahlrei-
chen Erkrankungen Einsatz finden, wie z.B. bei Infektionen mit Pseudomonaden oder
bei Typhus. Hierbei wurde das Wirkspektrum von vorwiegend gramnegativen Erre-
gern erweitert, so dass neuere Substanzen wie Moxifloxacin auch zusatzlich gute Ak-

tivitat bei grampositiven, anaeroben und atypischen Erregern zeigen [1, 138].

O O F Q Q
N CQ 5 X
. / NOH T

Abb. 53: Norfloxacin (links) und Moxifloxacin (rechts)

Die Erweiterung des Wirkspektrums dieser Substanzklasse ist weiter Gegenstand ak-
tueller Forschung. Neuere Vertreter dieser Stoffklasse zeigen Aktivitat gegen Viren
und Trypanosomen [104, 105, 139] und kénnten somit zukinftig fiir diese Indikationen
angewendet werden.

Die nachfolgend beschriebenen Substanzen wurden im Zuge dieser Untersuchungen
von Hiltensperger, Kugelmann und Niedermeier entwickelt und synthetisiert. Als po-
tenzielle antitrypanosomale Wirkstoffe sollte ihre Plasmaproteinbindungen bestimmt
werden, um Dosierungen fir in vivo Testungen berechnen zu kénnen und um Aussa-
gen Uber das Bindungsverhalten anhand der Struktur einer Verbindungen treffen zu

kdénnen.
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4.5.1. Fluorchinolone mit Amid-Funktion

Substanz: GHQ49

1-Butyl-7-(4-carbamoylpiperidin-1-yl)-6-fluor-N-(4-methoxybenzyl)-4-oxo-1,4-

dihydrochinolin-3-carboxamid . 79

Summenformel: CogH33FN4Oy4 NWH/\@\O

Molare Masse: 508.6 g/mol HQN\”/Q i !
o

Substanz: GHQ63

GHQ49
1-Butyl-7-(4-carbamoylpiperidin-1-yl)-6-fluor-N-(4-methoxy-3- nltrophenethyl )-4-0x0-

1,4-dihydrochinolin-3-carboxamid W /\/@

Summenformel: C29H34FeN506

Molare Masse: 567.6 g/mol  H,N
N\

Substanz: QPD15a12 GHQ63

7-(4-Carbamoylpiperidin-1-yl)-1-cyclopropyl-N-(2,4-dichlorobenzyl)-6-fluor-4-oxo-1,4-
dihydrochinolin-3-carboxamid O O cl

F
Summenformel: Co6H25CI2FN4O3 M”ﬁ

. N N
Molare Masse: 531.41 g/mol Hsz/Q A
0

Substanz: GHEK15 QPD15a12
N-(2,4-Dichlorobenzyl)-6-fluor-1-(2-fluorphenyl)-7-((2-hydroxyethyl)amino)-4-oxo-1,4-

dihydrochinolin-3-carboxamid O 0 cl

F
Summenformel: Cas5H19Cl2F2N3O3 Wuﬁ
Molare Masse: 517.1 g/mol N \ c

OH H F
Messwellenlange: -

Eingesetzte Konzentration: - GHEKA5

Verwendetes Protein: _—

Die Verbindungen GHQ49, GHQ63 und QPD15a12 konnten nicht vermessen werden,
da sie nicht ausreichend im Puffer I6slich waren. Auch durch die Zugabe von 10 %
DMSO konnte keine Verbesserung der Loslichkeit erreicht werden. GHEK15 liel3 sich
auf diese Weise ldsen, zeigte aber ein ahnlich adhasives Verhalten wie die oben er-
wahnten Substanzen MT02, GB-AP05 und GB-AP143 [vgl. 4.3, 4.4].
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4.5.2. Fluorchinolone mit saurer Funktion

Substanz: GHQ215

Natrium 3-(Benzylcarbamoyl)-1-butyl-6-fluor-7-morpholino-2-oxo-1,2-dihydrochinolin-
4-olat NatO" O
Summenformel: CasH27FN3NaOy F XN N

Molare Masse: 475.5 g/mol (\N N0 H/\©
Messwellenlange: 281 nm 0\) i
Eingesetzte Konzentration: 6.5 mg/l

Verwendetes Protein: Bovines Serumalbumin GHQ215

GHQ215 war nicht messbar. Die Substanz I6ste sich nur unter Zugabe einer hdheren
Menge Natriumhydroxids, wodurch der pH-Wert der Wirkstofflosung auf Gber 10 an-

stieg. Bei der anschlielenden Messung war daraufhin der Proteindurchgang zu stark
erhoht, was auf Denaturierung des Proteins oder auf Angriff der Filtermembran, bzw.

der Zellendichtung zurlckgefuhrt wurde.

Substanz: GHQ267
1-Butyl-6-fluor-N-(4-(methylsulfonamido)benzyl)-7-morpholino-4-oxo-1,4-

dihydrochinolin-3-carboxamid

O O
Summenformel: C26H31FN4O5S F \
Molare Masse: 530.6 g/mol | H/\©\ O\\S//O
) N N N
Messwellenlange: 279 nm o H
Eingesetzte Konzentration: 8 mg/l
Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin
GHQ267
Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK:
1 81.24 3.86 78.02 3.77
2 80.81 3.85 77.08 3.75
3 80.63 3.84 71.09 3.61
4 77.71 355 | 3.35 77.11 3.75
5 66.43 3.36 3.01 64.55 3.50
Mittelwert 77.36 3.69 | 3.18 73.57 3.68
sdv 6.27 0.23 | 0.24 5.75 0.12
rel sdv [%] 8.10 6.14 | 7.56 7.81 3.19
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4.5.3. Fluorchinolone mit basischer Funktion

Substanz:

N-Benzyl-1-butyl-7-(4-ethylpiperazin-1-yl)-6-fluor-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-

carboxamid
Summenformel:

Molare Masse:
Messwellenlange:
Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

GHQ171
0] O
F N
CarHaFN:O; | H©
464.57 g/mol N N
\/N\)
318 nm
15 mg/I
Bovines Serumalbumin GHQ171

Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhéngige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pKj, Proteinbindung [%] pKj
1 92.97 4.34 91.55 4.1
2 91.78 4.08 87.82 4.22
3 99.51 5.88 98.57 5.55
4 99.99 6.48 99.94 5.61
5 99.99 6.86 99.97 7.51
6 99.99 4.26 99.94 3.99
Mittelwert 97.37 5.32 96.30 5.16
sdv 3.89 1.24 5.28 1.36
rel sdv [%] 4.00 23.27 5.49 26.35
Substanz: GHQ242

4-((1-Butyl-6-fluor-7-morpholino-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-

carboxamido)methyl)pyridin-1-iumoxalat

Summenformel:

Molare Masse:
Messwellenlange:
Eingesetzte Konzentration:

Verwendetes Protein:

C26H20FN4O7 N
528.5 g/mol N ZNH"
.5 g/mo
O\) o
278 nm o
OH
4.5 mgl/l O
Humanes Serumalbumin GHQ2420x
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Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 99.97 6.52 6.34 66.31 3.52
2 99.95 6.31 6.01 56.87 3.34
3 99.92 6.12 5.94 53.97 3.29
4 99.95 6.33 6.15 59.50 3.39
5 99.96 6.36 6.19 62.11 3.44
Mittelwert 99.95 6.33 6.13 59.75 3.40
sdv 0.02 0.14 0.16 4.75 0.09
rel sdv [%] 0.02 2.26 2.56 7.95 2.62
Substanz: GHQ243

2-(3-(Benzylcarbamoyl)-6-fluor-7-morpholino-4-oxochinolin-1(4H)-yl) N N-

dimethylethanaminiumoxalat
Summenformel: Ca7H31FN4O7 w /\©

Molare Masse: 542.6 g/mol
Messwellenlange: 278 nm NH+ OH
Eingesetzte Konzentration: 3.5 mg/l -
Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin GHQ2430x
Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK;4 pK> Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 49.00 3.00 2.78 47.84 3.18
2 40.03 2.85 2.60 38.14 3.05
3 50.73 3.12 2.61 49.55 3.21
4 44.29 3.06 2.27 43.52 3.11
5 45.59 2.92 2.75 41.06 3.07
Mittelwert 45.93 2.99 2.60 44.02 3.12
sdv 4.19 0.11 0.20 4.71 0.07
rel sdv [%] 9.11 3.54 7.78 10.70 2.21
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Substanz: GHEKO07
N-(2,4-Dichlorobenzyl)-6-fluor-1-(2-fluorphenyl)-4-oxo-7-(piperazin-1-yl)-1,4-
dihydrochinolin-3-carboxamid-Hydrochlorid O O Cl

Summenformel: Ca7H23Cl3F2N4O2 FMNﬁ
Molare Masse: 579.9 g/mol Cl
Messwellenlange: --- +H2NJ ©/
Eingesetzte Konzentration: -

Verwendetes Protein: --- GHEKO07

GHEKO7 konnte durch Zugabe von 10 % DMSO zum Puffer und Anlésen mit
0.1 M HCI gel6st werden. Die Substanz zeigte ebenfalls Adsorption an die Bestandtei-

le der Messanlage.

Substanz: GHQ232HCI
N-Benzyl-1-butyl-6-fluor-7-morpholino-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-carboximidamid
, O  NHy*
Hydrochlorid E 2
N
Summenformel: Cas5H30CIFN4O> | H/\O
_ N N
Molare Masse: 473.0 g/mol cr
o/
Messwellenlange: 286 nm i
Eingesetzte Konzentration: 5 mg/l
Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin GHQ232HCI
Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK4 Proteinbindung [%] pKi4
1 86.79 4.04 63.59 2.98
2 82.86 3.97 68.58 3.56
3 90.43 3.87 53.37 3.28
4 78.34 3.78 74.65 3.69
5 90.73 4.21 89.88 417
Mittelwert 85.83 3.97 70.01 3.54
sdv 5.27 0.16 13.57 0.45
rel sdv [%] 6.14 4.14 19.38 12.65
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Substanz: GHQ2370x
3-(Benzylcarbamoyl)-1-butyl-7-morpholino-4-oxo-1,4-dihydro-1,6- naphthyridin -6-

iumoxalat
HNTX
Summenformel: Co6H30N4O7 w /\©

Molare M : 10. I
olare Masse 510.5 g/mo OJ
Messwellenlange: 292 nm %OH

Eingesetzte Konzentration: 2.5 mg/l
Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin GHQ2370x
Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK;4 pK> Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 73.41 3.55 3.02 72.50 3.64
2 65.26 3.27 3.10 71.46 3.62
3 61.35 3.23 2.97 60.29 34
4 69.33 3.40 3.10 67.54 3.54
5 68.56 3.43 297 67.29 3.54
Mittelwert 67.58 3.38 3.03 67.82 3.55
sdv 4.53 0.13 0.07 4.80 0.09
rel sdv [%] 6.71 3.81 2.16 7.08 2.66
Substanz: GHQ2500x

2-(4-((1-Butyl-6-fluor-7-morpholino-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-carboxamido)-
methyl)phenoxy)-N,N-dimethylethanaminiumoxalat

Summenformel: C31H39FN4Og
Molare Masse: 614.7 g/mol W /\©\
O

Messwellenlange: 279 nm o)

Eingesetzte Konzentration: 6 mg/l O\[HkOH NH?

Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin © g
GHQ2500x
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Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK4 Proteinbindung [%] pKi4
1 78.98 3.80 69.10 3.57
2 77.78 3.77 77.64 3.76
3 88.11 4.09 82.63 3.90
4 82.82 3.91 77.64 3.76
5 68.00 3.55 67.28 3.54
Mittelwert 79.14 3.82 74.86 3.71
sdv 7.42 0.20 6.45 0.15
rel sdv [%] 9.37 5.18 8.62 4.04
Substanz: GHQ2570x

2-((4-((1-Butyl-6-fluor-7-morpholino-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-carboxamido)-
methyl)phenoxy)methyl)pyridin-1-iumoxalat

Summenformel: Ca33H35FN4Og
Molare Masse: 634.7 g/mol W /\©\
O

Messwellenlange: 279 nm H*
Eingesetzte Konzentration: 6 mg/l HO i
Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin O
GHQ2570x
Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK;4 pK> Proteinbindung [%] pK4 pK2
1 92.97 413 | 393 92.78 4.33
2 95.80 4.58 94.20 4.43
3 95.43 4.54 92.04 4.29 —
4 91.35 4.04 | 3.82 91.35 4.25
5 92.45 4.09 | 3.90 92.10 4.29
Mittelwert 93.60 428 | 3.88 92.49 4.32
sdv 1.93 0.26 0.06 1.08 0.07
rel sdv [%] 2.07 6.12 | 1.46 1.17 1.59
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4.5.4. GHQ168

GHQ168 gehort ebenfalls zu der Gruppe der Chinolone mit Amid-Funktion, nimmt
aber eine Sonderstellung ein. Es zeigt eine wesentlich hdhere Aktivitat gegen Trypa-
nosomen als die anderen erwahnten Fluorchinolone. Deshalb war die Proteinbindung
von besonderem Interesse. Allerdings zeigte es ebenfalls wie die unter 4.5.1 be-
schriebenen Substanzen eine schlechte Loslichkeit in der Pufferlosung. Daher wurde
eine Methode entwickelt, bei der auch sehr hydrophobe Moleklle in ausreichender

Menge in Lésung gebracht und vermessen werden kdnnen.

Abb. 54: GHQ168

Entwicklung der mizellaren Methode

Die Versuche GHQ168 mit Hilfe von DMSO-Zusatz zu |6sen, blieben ohne Erfolg.
Auch nach Zugabe von 10 % DMSO konnte keine klare Lésung erhalten werden. Ho-
here Konzentrationen konnen nicht verwendet werden, da dies zu Konformationsan-
derung bis hin zur Denaturierung des Albumins fuhren wirde [96, 140-142]. Um die
Polaritat des Puffermediums zu senken und somit die Ldslichkeit der Substanz zu
verbessern, wurden weitere organische Losungsmittel [Tab. 9], sowie organische Puf-

fersubstanzen [Tab. 10] fur die Pufferherstellung verwendet.

Losungsmittel Konzentration [%] | Klare Lésung | Proteinfallung
Dimethylformamid <15 nein nicht getestet
>15 ja ja
Methanol <40 nein nicht getestet
Ethanol <40 nein nicht getestet
Acetonitril <40 nein nicht getestet
> 40 ja ja

Tab. 9: Lésungsversuche von GHQ168 mit Hilfe von organischen Losungsmitteln
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Puffersubstanz DMSO [%] Klare Losung
TRIS-HCI --- nein
10 nein
HEPES - nein
10 nein
TAPS --- nein
10 nein
Barbital --- nein
10 nein

Tab. 10: Lésungsversuche mit organischen Puffersubstanzen mit und ohne DMSO-Zusatz (TRIS:
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure, TAPS:
N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]-3-aminopropansulfonséure)

Beide Ansatze fuhrten nicht zum erwunschter Ergebnis. Mit Hilfe von DMF und ACN
konnten zwar klare Lésungen mit einer flr die Messung ausreichenden Konzentration
von GHQ168 (0.42 pg/ml) hergestellt werden, allerdings verursachten diese Prazipita-
tionen beim Kontakt mit der Albuminlésung. Die Verwendung von organischen Puf-
fersubstanzen hatte auch bei Zugabe von DMSO keine sichtbare Verbesserung der
Laslichkeit zur Folge. Die Pufferlésung war folglich weiterhin zu polar.

Um schwer wasserloslichen Verbindung in wassrigen Systemen zu l6sen, werden in
der Kapillarelektrophorese detergentienhaltige Puffer oder Mikroemulsionen verwen-
det [143]. In beiden Fallen werden in einer polaren Losung wasserfreie hochlipophile
Kompartimente erzeugt, in die sich lipophile Substanzen einlagern kénnen, ohne dass
der vorwiegend wassrige Charakter der Losung verloren geht. So verwendeten Liu et
al. [76] fur die Bestimmung der Proteinbindung polyzyklischer Aromaten mittels Kapil-
larelektrophorese eine 2.00-6.25 mM Polysorbat-20-Losung [Abb. 55].

HO\/\[O/\/I,O O.[\/\O]/\/OH
o OV\OK\/OHO
o ™>%h"0

a+tb+c+d=16

Abb. 55: Polysorbat 20

Damit konnte GHQ168 in dem verwendeten Phosphatpuffer in Lésung gebracht wer-

den. Hierzu wurde die Substanz zu 1 mg/ml DMF gel6st und 420 ul dieser Losung mit
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dem 2 mM Polysorbat 20 enthaltenden Puffer zu 100 ml verdinnt. Mit der Proteinlo-
sung war die so erhaltene Wirkstofflosung ebenfalls kompatibel.

Die Anwesenheit von Polysorbat 20 kann ebenso wie die von DMSO die Eigenschaf-
ten von Proteinen verandern. In der Literatur ist die Bildung von Komplexen zwischen
Polysorbat 20 und Albumin beschrieben [144]. Dies mindert die Mizellbildung des De-
tergenzes [145, 146] und reduziert ebenso die Bindungsaffinitat des Proteins [147].
Des Weiteren wird durch die Mizellen einn weiterer Verteilungsraum geschaffen, wo-
rin sich eine Substanz aufhalten kann. Hierdurch muss nicht nur die Verteilung zwi-
schen Protein und Puffer betrachtet werden, sondern auch die zwischen Mizelle und
Protein [Abb. 56]. Liu et al. konnten allerdings zeigen, dass diese Effekte im Falle des

Warfarins nur einen geringen Einfluss auf dessen Proteinbindung haben [76].

Mizelle

Q%%ggggso HSA

Xy
2

3836

i

Qggz%%??
Ax

GHQ168

535580

N\

Abb. 56: Verteilung der Substanz GHQ168 zwischen der Kompartimenten des Puffers

Um den Einfluss von Polysorbat 20 auf die Bestimmung mittels Ultrafiltration zu be-
stimmen, wurde zunachst nach einer Substanz mit ahnlichen Eigenschaften wie
GHQ168 gesucht, die als Modellsubstanz verwendet werden konnte und deren Pro-
teinbindung bekannt war.
Um eine mdglichst hohe Ahnlichkeit aufzuweisen, sollte diese die folgenden Eigen-
schaften aufweisen:

- Amidstruktur

- mehrere Aromaten

- heterozyklische Ringssysteme

- Absorptionsmaximum uber 260 nm

- hohe Lipophilie und schlechte Wasserloslichkeit

- kein basisches oder saures Zentrum
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Nach diesen Kriterien wurden die Substanzen Carbamazepin und Nifedipin ausge-
wahlt [Abb. 57].

NO,

Abb. 57: Carbamazepin (links) und Nifedipin (rechts)

Beide Verbindungen sind praktisch unloslich in Wasser [113] und konnten analog zu
der Verbindung GHQ168 nach Ldsen in DMF mit dem modifizierten Puffer verdunnt
und vollstandig geldst werden, ohne dass es sie wieder aus der Losung ausfielen.

Die Nifedipinlosung war nicht stabil und zeigte mit der Zeit starke Veranderung ihres
UV-Spektrums. Dies wurde auf die Oxidationsempfindlichkeit der Verbindung zurtck-
gefuhrt [112], weshalb nur Carbamazepin weiter untersucht wurde.

Bei der anschlieRenden Messung traten verschiedene Probleme auf. Zum einen stieg
der Druck in der Messzelle bereits im 1. Schritt der Messung stark an und zum ande-
ren war der Proteindurchgang im 3. Schritt zu stark, um eine auswertbare Messung
durchfihren zu kénnen.

Hierflr sind mehrere Ursachen denkbar. Zum einen kénnte das Protein wahrend der
Messung denaturieren, wodurch Fragmente entstehen, die den Filter verstopfen. Dies
wurde sowohl den hohen Proteindurchgang, als auch den Druckanstieg erklaren, al-
lerdings nicht den Druckanstieg im 1. Schritt.

Zum anderen sind die Mizellen unter Umstanden grof3er als die Ausschlussgrofe der
Ultrafiltrationsmembran. Da diese aber bedingt verformbar sind, kdnnten sie begrenzt
durch den Filter gepresst werden und erzeugen durch ihren Ruckstau an der Memb-
ran lokal einen erhdhten osmotischen Druck, den die Anlage durch Anlegen eines ho-
heren Druckes ausgleichen muss. Ist dieser Druck starker als die Belastungsgrenze
der Membran, ware dies der Grund fir den Proteindurchgang.

Die Membran kann bis zu einem Druck von 4.7 bar eingesetzt werden [99]. Die Anla-
ge war so eingestellt, dass bei 4.0 bar die Pumpe automatisch ausgeschaltet wurde.
Dies konnte somit nicht die Ursache fur die aufgetretenen Probleme sein.

Um die Theorie der Fragmentbildung zu Uberprifen wurde, das Protein mit der Poly-

sorbat-Losung wie in der Versuchsdurchfuhrung beschrieben geldst und anschlieend
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mittels SDS-Gelelektrophorese mit dem unbehandelten Protein verglichen. Bei einer
stattgefundenen Fragmentierung missten sich beide in ihrer Wanderungsstrecke im
Gel unterscheiden, bzw. es miUssten neue Banden entstehen.

Dies war nicht der Fall. Sowohl BSA als auch HSA zeigten nach der Polysorbatbe-
handlung das gleiche Migrationsverhalten im elektrischen Feld wie die unbehandelten
Proteine [Abb. 58].

z

Abb. 58: SDS Gelktrophorese der Proteine HSA und BSA (1: HSA unbehandelt, 2+3: HSA mit Polysor-
bat 20 behandelt, 4: Laufstandard, 5: BSA unbehandelt, 6+7: BSA mit Polysorbat 20 behandelt)

Da weder das Protein noch die Membran Ursache fur die Probleme waren, wurde der
unter 2.1.3.5 beschriebene Dichtigkeitstest der Messzelle durchgefuhrt. Dieser konnte
zeigen, dass das Protein nach der Injektion nicht durch die Membran gedruckt wurde,
sondern durch den Dichtungsring an dieser vorbei. Das bedeutet, dass in der Mess-
zelle aufgrund des oben beschriebenen Mizellriickstaus der Druck soweit anstieg,
dass diese dem Druck nicht mehr standhalten konnte und Leckagen auftraten. Dieses
Problem konnte durch den Bau der Zelle wie unter 2.1.3.3 beschrieben geldst werden.
Allerdings stieg der Druck wahrend der Messung immer noch auf Werte Uber 4.0 bar
an, was zum Abbruch der Einzelmessungen fihrte. Da die Polysorbat-20-Mizellen
hierfir verantwortlich sind, wurde die Konzentration von 2 mM auf 1 mM gesenkt,
wodurch die Ldslichkeit der erforderlichen Mengen von GHQ168 und Carbamazepin
fur die Messung immer noch ausreichend war. Zusatzlich wurde das Polysorbat nur
noch zur Wirkstofflosung gegeben, was in den Schritten 2, 3 und 5 die Mizellkonzent-
ration in der Zelle nicht weiter erhdhte. Durch die Verwendung zweier unterschiedlich

zusammengesetzter Puffer, musste allerdings eine Messwellenlange Uber 250 nm
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gewahlt werden, da darunter der Absorptionsunterschied beider Losungen deutlich
Uber den Grundrauschen des Detektors liegt und eine stdrungsfreie Messung nicht

maoglich ware.

Substanz: Carbamazepin —

Summenformel: C45H42N20 Q N O
Molare Masse: 236.3 g/mol =0
HoN
Messwellenlange: 285 nm
Eingesetzte Konzentration: 8.5 mgl/l Carbamazepin
Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin
Bindung laut Literatur: 60-80 % [1]
Messungen:
Unabhangige Bindungsstellen | Abhéngige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] pK4 pK2 Proteinbindung [%] pKi4 pK:
1 79.20 3.78 | 2.44 79.29 3.81
2 79.15 3.78 | 245 79.11 3.80
3 72.21 3.54 2.92 71.97 3.63
4 84.58 3.93 2.81 83.25 3.92 -
5 84.73 3.96 88.21 4.09 -—-
6 85.19 3.91 3.16 84.93 3.97
7 80.56 3.79 2.91 80.50 3.84 -
8 76.97 3.72 2.46 77.20 3.75
Mittelwert 80.32 3.80 2.74 80.56 3.85
sdv 4.49 0.14 | 0.29 4.98 0.14
rel sdv [%] 5.59 3.58 10.50 6.18 3.67

Mit der oben beschriebenen Methode wurde die Proteinbindung von Carbamazepin
mit 80 % bestimmt. Diese liegt im oberen Bereich seiner Bindung unter physiologi-
schen Bedingungen. Die Anwesenheit des Polysorbat 20 hat somit keinen nennens-
werten Einfluss auf die Bestimmung und die Methode kann fir die Messung schlecht
wasserloslicher Verbindungen verwendet werden.

Die Messung der Substanz GHQ168 war allerdings auch mit dieser Methode nicht
madglich, da die Substanz ein ahnlich adhasives Verhalten wie MTO02 [siehe 4.3] zeig-
te. Nur bindet GHQ168 nicht an die Messzelle, sondern an die Ultrafiltrationsmemb-
ran. Die Verwendung von Membranen aus den Materialien Polycarbonat (PC) und Po-
lyethersulfon (PES) machten die Messung ebenfalls nicht moglich. PC-Membrane wa-

ren nicht mit passender Porengrolde erhaltlich. Das Protein konnte nicht stark genug
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zuruckgehalten werden, eine Bindung an das Material erfolgte in diesem Fall aller-
dings nicht.

An PES zeigte die Substanz ebenfalls eine starke Bindung. Aufgrund der kleineren
Oberflache der PES-Membran in Vergleich zu den regenerierten Cellulosemembra-
nen wurde diese vor dem Experiment mit der Wirkstofflosung uber Nacht inkubiert. Mit
der so gesattigten Membran konnten anschlie3end normale Spulkurven mit und ohne

Protein erhalten werden.

Substanz: GHQ168

N-Benzyl-1-butyl-6-fluor-7-morpholino-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-carboxamid

Summenformel: C25H28FN303 7 9
Molare Masse: 437.5 g/mol WN@
N

F
Messwellenlange: 282 nm (\N
o/ i

Eingesetzte Konzentration: 4.2 mgl/l
Verwendetes Protein: Humanes Serumalbumin
GHQ168
Messung:
Unabhingige Bindungsstellen Abhéangige Bindungsstellen
Messung | Proteinbindung [%] | pKi | pK: | pK; | Proteinbindung [%] | pKi | pK: | pK;
1 80.51 3.51 | 3.34 | 3.16 80.34 383 | --

Weitere Messungen wurden nicht durchgefiihrt, da diese Art der Durchfihrung sehr
substanzintensiv war und die Bestimmung der Proteinbindung in Anwesenheit eines
Bindungspartners erfolgte, zu dem die Substanz eine hohere Affinitat aufwies als zum
Protein. Die Aussagekraft des erhaltenen Wertes ist folglich fragwurdig, da nicht beur-
teilt werden kann, ob tatsachlich die Bindung an Albumin, oder die Bindung an nicht

besetzte Membranstellen erfolgt ist.

4.5.5. Diskussion

Die Proteinbindung der vermessenen Fluorchinolone lag bei den meisten Substanzen
bei 80 % oder daruber [Abb. 59]. Die einzigen zwei Verbindungen, die eine deutlich
geringere Bindung aufwiesen sind GHQ243 (45.93 %) und GHQ237 (67.58 %). Beide
unterscheiden sich strukturell nur wenig von den anderen Verbindungen, weshalb es

schwer ist eine Struktur-Bindungsbeziehung aus den Messungen abzuleiten.
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Abb. 59: Proteinbindung der bestimmten Fluorchinolone

Die auffalligsten Unterschiede der beiden Verbindungen sind, dass GHQ237 kein Flu-
orchinolon, sondern ein Naphthyridin-Derivat mit einem Stickstoff an der Position 6 ist
und dass GHQ243 statt einer n-Butyl- eine N,N-Dimethylaminoethylseitenkette an Po-
sition 1 aufweist [Abb. 60]. GHQ168 musste folglich eine deutlich héhere Bindung als
die beiden anderen Substanzen aufweisen, da es in diesen beiden Positionen so sub-
stituiert ist, wie es bei den hoher bindenden Verbindungen der Fall ist [Abb. 60]. Die
Messergebnisse deuten darauf hin, dass dies so ist. Allerdings basiert die Messung
von GHQ168, wie oben erlautert, auf einer wenig aussagekraftigen Einzelmessung
[4.5.4].

o o
N GHQ2430x
| H
NE@

GHQ168
Abb. 60: Strukturelle Unterschiede der Verbindungen GHQ2370x, GHQ2430X und GHQ168

Eine Vorhersage fur die wahrscheinliche Proteinbindung anhand der Struktur eines

Fluorchinolons ist somit nicht maglich.
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Die Plasmaproteine dienen dem Korper u.a. als Transportproteine. Dem Serumal-
bumin kommt hierbei die gréfite Bedeutung zu. Aufgrund seiner Aufgabe weist es eine
Reihe unterschiedlicher Bindungsstellen fir eine Vielzahl unterschiedlichster Liganden
auf, wobei die Bindung von Substanzen sowohl an spezifischen Stellen als auch un-
spezifisch erfolgen kann. Das Ausmal} dieser Bindungen hat Einfluss auf andere
pharmakokinetische Parameter, wie die Bioverfligbarkeit und die Elimination eines
Arzneistoffes.

Treten mehrere Stoffe in Wechselwirkung mit dem Albumin, so konnen sich diese ge-
genseitig in ihrer Bindung beeinflussen. Das Ausmal der Beeinflussung ist von der
Hoéhe der Bindung der einzelnen Stoffe und dem zugrunde liegenden Bindungsme-
chanismus abhangig. Die klinische Relevanz der Beeinflussung hangt von der thera-
peutischen Breite und von zusatzlich auftretenden Wechselwirkungen, der Substan-
zen wie z.B. wechselseitige Inhibition der Stoffwechselenzyme der Substanzen ab.
Fur die experimentelle Bestimmung der Proteinbindung stehen eine Reihe von Me-
thoden zur Verfligung, die sich im Messprinzip, dem apparativen Aufwand und der
Simulation der physiologischen Bedingungen unterscheiden. In der vorliegenden Ar-
beit wurde die kontinuierliche Ultrafiltration verwendet. Diese stellt die Bedingungen
im Koérper nach und ermdglicht die Bindungskinetik besser zu betrachten als andere
Verfahren, da durch die Titration des Albumins mit der Arzneistofflosung die Wechsel-
wirkung zwischen Arzneistoff und Protein Uber einen breiten Konzentrationsverlauf
beobachtet werden.

Die Methode wurde von Heinze etabliert, von Albert weiterentwickelte und jetzt opti-
miert. Durch die Konstruktion neuer Messzellen sowie der Entwicklung eines neuen
Puffersystems konnte sie fur Substanzen zuganglich gemacht werden, die aufgrund
ihrer hohen Lipophilie und ihrer starken Adsorption an die Messzellen bisher nicht
messbar waren.

DarlUber hinaus wurden die folgenden Untersuchungen durchgefihrt:

a) Es wurde die gegenseitige Verdrangung von zwei Arzneistoffen aus der Proteinbin-
dung untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich eine Reihe basischer Arz-
neistoffe durch saure Arzneistoffe verdrangen liel3, so z.B. Imipramin-HCI durch Phe-
nprocoumon. Das dem Phenprocoumon strukturell sehr ahnliche Warfarin rief diese
Verdrangung hingegen nicht hervor. Tryptophan, das in HPLC-Experimenten die Bin-
dung von Imipramin-HCI verringerte [117], hatte im Ultrafiltrationsexperiment keinen

Einfluss auf dessen Bindung. Die gegenseitige Beeinflussung zweier Stoffe kann folg-

136



Zusammenfassung

lich sehr unterschiedlich sein und ist schwer vorhersagbar. Des Weiteren sind die Er-
gebnisse solcher Bestimmungen stark von der gewahlten Methode abhangig und
dadurch nur schwer zu vergleichen. Aufgrund der komplexen und uneinheitlichen
Wechselwirkungen der basischen und sauren Arzneistoffe in Bezug auf ihre Bindung,
kann davon ausgegangen werden, dass basische Arzneistoffe eine Bindestelle an Al-
bumin besitzen. Jedoch lasst sich aus der vorliegenden Messung nicht beurteilen, wie
spezifisch basische Stoffe an Albumin binden.

b) Es konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Derivate des Acetylcysteins, die
kovalent an Cys34 binden kdnnen, unterschiedliche Veranderung im Bindungsverhal-
ten von Albumin hervorrufen. So nahm die Bindung des Diphenhydraminhydrochlorids
in Gegenwart von aquimolaren Mengen Acetylcystein und Cysteamin ab, wahrend die
Anwesenheit von Acetylcysteamin den gegenteiligen Effekt hatte. Dies zeigt, dass der
Veranderung der Bindung ein komplexerer Zusammenhang als die reine Belegung
des Cys34 zugrunde liegen muss.

c) Unterschiede in der Proteinbindung von Ephedrin und seiner Stereoisomere konn-
ten mittels kontinuierlicher Ultrafiltration bestatigt werden. Die Abweichungen in den
Ergebnissen in Bezug auf andere Bestimmungsmethoden [130-132] zeigten erneut,
wie stark die Messung der Proteinbindung von den Versuchsbedingungen abhangt.

d) Fur die Messung des antiinfektiven Bisnaphthalimids MT02 wurde eine Messzelle
aus PVDF konstruiert, die weniger Wechselwirkungen mit adsorbierenden Arzneistof-
fen zeigt. Aufgrund der Unbestandigkeit der Substanz unter den Versuchsbedingun-
gen war die Messung dennoch nicht mdglich.

e) Die Proteinbindung des Naphthylisochinolins GB-AP05 konnte mit Hilfe der bereits
erwahnten neu konstruierten Messzelle bestimmt werden. Die Bindung war deutlich
hoher als bei anderen Vertretern dieser Gruppe. Die Ursache hierfir konnte in der
Adsorption der Substanz an die Messzellen begrindet sein. Da GB-APO05 stark an
den Kunststoff PMMA binden kann, der aufgrund seiner Beschaffenheit vorwiegend
Wasserstoffbrickenbindungen fiir eine Adsorption bereitstellen kann, ist eine hohe
Bindung an Albumin, das eine Vielzahl von Bindestellen mit unterschiedlichen chemi-
schen Gruppen aufweist, nicht unwahrscheinlich.

f) FUr eine Reihe von Fluorchinoloncarboxamiden wurde das Ausmal} ihrer Protein-
bindung bestimmt. Dieses lag in fast allen Fallen bei 80 % oder héher. Die einzigen
Ausnahmen, GHQ2370x und GHQ2430x, legen den Schluss nahe, dass eine basi-
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sche Seitenkette in Position 1 und das Fehlen des Fluorsubstituenten in Position 6 die
Bindung reduzieren kénnen.

Da nicht alle Substanzen in der Pufferlésung gelést werden konnten, wurde neben
dem bereits durch Albert etablierten DMSO-haltigen Puffer ein Polysorbat-20-haltiger
entwickelt, in dem hoch lipophile Substanzen mizellar gelést werden kdnnen. Durch
Bestimmung der Proteinbindung von Carbamazepin konnte gezeigt werden, dass die
Anwesenheit der Mizellen keinen Einfluss auf die Bindung hat, d.h. im Umkehrschluss

dass die Methode zur Bestimmung des Ausmales der Proteinbindung geeignet ist.
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Amongst others, plasma proteins serve as transport proteins in the human body, se-
rumalbumin being the most important of them. Serumalbumin features a set of differ-
ent binding sites for numerous different ligands, enabling the binding of substances
either to specific binding sites or in unspecific manners. The extent of protein binding
affects other pharmacokinetic parameters such as bioavailability and the elimination of
a drug.

In the case several substances interact with alboumin simultaneously, they can mutual-
ly interfere with their respective binding behaviors. The degree of interference de-
pends on the extent of the protein binding of the single substances and the underlying
binding characteristics. The clinical relevance depends on the therapeutic index and
on additional interactions of the substances with corresponding enzymes. In order to
evaluate the protein binding experimentally, a number of different methods can be
used which differ in the principle of the determination, technical effort and the simula-
tion of the physiological conditions. The measurements in this present thesis were
performed using the continuous ultra filtration (CUF). CUF is able to imitate the condi-
tions within the human body and displays binding kinetics in a better way than other
available procedures do. This is because titration of albumin with a drug solution al-
lows studying of the interactions between the active substance and the protein within
a wide range of concentration.

In the context of this thesis, the procedures established by Heinze and refined by Al-
bert were optimized. By constructing of new measuring cells as well as developing a
new buffer system, the procedure could be expanded onto substances which could
previously not be measured due to their high lipophilicity and their strong adsorption to
the measuring cells.

Apart from that, the following measurements were conducted:

a) The mutual displacements of two pharmaceuticals from protein bindings were ana-
lyzed. It could be shown that a number of cationic drugs can be displaced by acidic
drugs, e.g. imipramin-HCI can be displaced by phenprocoumon. In turn, Warfarin re-
sembling phenprocoumon did not cause a displacement. Tryptophan, though being
able to reduce binding of Imipramin-HCI in HPLC experiments, had no impact on the
binding of Imipramin-HCI when ultra-filtrated [117]. Mutual displacement of two sub-
stances can therefore take place in quite different ways and is difficult to predict. Fur-
thermore, the results of these measurements strongly depend on the chosen proce-

dure which makes it difficult to compare them to each other. Due to the complex and
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inconsistent interactions between albumin and anionic acidic drugs with regard to their
bindings, it can be assumed that cationic basic drugs have a binding site for albumin.
The measurement, however, could not show a specific affinity between the binding
site and cationic substances.

b) It could be shown that different derivatives of acetylcysteine, which are able to bind
covalently to Cys34, can cause different changes in the binding behaviors of albumin.
The affinity of dipenhydramin-HCI to albumin, for instance, decreased in the presence
of equimolar amounts of acetylcysteine and cysteamine whereas the presence of ace-
tylcysteamine has an opposite effect. This shows that the changing of the binding
must be caused by a more complex process than the simple occupation of Cys34 on-
ly.

c) Differences in the protein binding of ephedrine and its stereoisomeres could be con-
firmed by using CUF. Comparing the results of CUF with those of other methods [130-
132] again revealed that the extent of protein binding is highly dependent on the ex-
perimental conditions.

d) The measurement of the antiinfective bisnaphthalimide MT02 needed the design of
a new ultra filtration cell with a lower degree of interaction with adsorbing pharmaceu-
ticals. However, the measurements failed due to the instability of the substance under
test conditions.

e) The extent of protein binding of naphthylisoquinoline GB-AP05 could be determined
using the aforementioned ultra filtration cell. The binding was significantly higher than
those of other compounds of this group. However this was due to the adsorption of
the substance to the ultra filtration cell. Because GB-APO05 has a strong preference to
bind to the synthetical PMMA which mainly provides hydrogen bonds for adsorption it
is quite likely for GB-APO0S5 to bind to albumin which has numerous binding sites for
various chemical groups.

f) Finally the degree of protein binding of fluoroquinolonecarboxamids was deter-
mined. Mostly the extent of protein binding was up to 80% and higher. The only ex-
ceptions, GHQ2370x and GHQ2430x suggest that a basic side group in position 1
and the missing of a fluorine substituent in position 6 reduce the binding.

Due to the fact that some of the substances could not be dissolved in the buffer solu-
tion, a buffer containing polysorbate-20 was developed which enables the micellar

dissolving of highly lipophilic substances. By determination of the protein binding of
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carbamazepin it could be shown that the presence of the micell had no impact on the

binding and this buffer can be used for determination of the extent of protein binding.
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7.2. Abklrzungsverzeichnis

ACC
ACN
AGP
BSA
CE
COX
Cys
Da
DAD
DMF
DMSO
et al.
*-HCI
HIV

HMA
HNA

HPLC

7.3.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

B OWON -

Tab.
Tab.

[o2é)!

Tab. 7:

Acetylcystein

Acetonitril

a1-Glykoprotein

bovines Serumalbumin
Kapillarelektrophorese
Cyclooxigenase

Cystein

Dalton
Diodenarray-Detektor
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

et alia (und andere)
*hydrochlorid

Humanes Immundefizienz-
Virus

Humanes Mercaptalbumin

Humanes Nonmercaptalbu-

min

Hochleistungsflissigchroma-

tographie

Tabellenverzeichnis

Verdrangungen auftritt [59]

HSA
MNBS

MTX
MWCO
PC

PC
PES
pKs
PMMA
PVDF
PTFE
SDS
Trp

uv

Vis

: pKs-Werte der vermessenen Substanzen
: Ladung der sauren und Basischen Aminosauren des BSAs bei pH 7.4 und 9.0

Humanes Serumalbumin
Proteinbindungskonstante
4-Mercapto-2-
nitrobenzoesaure
Methotrexat

Molecular weight cut off
Polycarbonat

Personal computer
Polyethersulfon
Saurekonstante
Polymethylmethacrylat
Polymethylmethacrylat
Polytetrafluorethylen
Natriumdodecylsulfat
Tryptophan

Ultraviolett

Visible

: Bindung exogener Liganden an die Bindestellen des Albumins
: Unterschiedliche Zusammensetzung von HSA und BSA [14]

: Scheinbare Verteilungsvolumina einiger Arzneistoffe [1]

: Beispiele klinisch relevanter Wechselwirkungen bei denen eine

(* nur die SH-Gruppe des Cys34 liegt frei vor, die restlichen 34 Cysteine sind

in Disulfidbricken gebunden)

Zusammenfassung der unterschiedlichen Untersuchungen zur Bestimmung

Proteinbindung der Ephedraalkaloide

Tab. 8: Proteinbindung der Naphtylisochinoline [96]
Tab. 9: Losungsversuche von GHQ168 mit Hilfe von organischen Losungsmitteln
Tab. 10: Losungsversuche mit organischen Puffersubstanzen mit und ohne DMSO-
Zusatz (TRIS: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, HEPES: 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure, TAPS: N-
[Tris(hydroxymethyl)methyl]-3-aminopropansulfonsaure)
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30: Beispiele fur Proteinspulkurven
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Imipramin-HCI/Phenprocoumon [A] und Paare Imipramin-HCI/Warfarin bzw.
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Ambroxol-HCI/Nefopam-HCI, (S1: Sudlow-I; S2: Sudlow-II)
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Abb. 58: SDS Gelelektrophorese der Proteine HSA und BSA (1: HSA unbehandelt,
2+3: HSA mit Polysorbat 20 behandelt, 4: Laufstandard, 5: BSA unbehandelt,
6+7: BSA mit Polysorbat 20 behandelt)

Abb. 59: Proteinbindung der bestimmten Fluorchinolone

Abb. 60: Strukturelle Unterschiede der Verbindungen GHQ2370x, GHQ2430X und
GHQ168
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7.5. SOP M-A4-001

Julius-Maximilians-

%‘;E';ﬁ',{éT SOP M-A4-001 Autor: Horst/Bruhn
Bestimmung der Proteinbindung | Seitenzahlen: 7
SFB 630
Inhalt
1 Zweck

2 Einsatzbereich

3  MeRprinzip, Grundlagen

4  Verfahrenskenndaten, Validierung
5 Gerate, Gerate-Einstellungen und Material
6 Chemikalien

6.1 Medien

6.2 Chemikalien

7  Durchfihrung der Messung

7.1 Auswertung

7.2 Angabe der Ergebnisse

7.3 Mogliche Stérungen

8 Validierung / Qualitatssicherung
8.1 Kontrollen

8.2 Abweichungen

8.3 Reproduzierbarkeit

9 Mitgeltende Unterlagen

10 Literatur

11 Anlagen

0 N N N N NN 0w NdDDNNDNDNDNDNDN -~

149



Anhang

Julius-Maximilians-

UNIEERSATET SOP M-A4-001 Autor: Hérst/Bruhn
Bestimmung der Proteinbindung Seitenzahlen: 7
SFB 630
1 Zweck

Untersuchung der Proteinbindung von Substanzen.

2 Einsatzbereich

Der Test ist fur alle im SFB synthetisierten Substanzen anwendbar, sofern sie unter den Ver-
suchsbedingungen |6slich sind.

3 MeRprinzip, Grundlagen

Durch die Bindung der Substanzen an Plasmaprotein, das in einer Messzelle zurlickgehalten
wird, eluieren die Substanzen je nach starke der Bindung unterschiedlich schnell aus der
Messzelle. Die Proteinbindung kann dann durch Vergleich der Elutionszeiten aus einer Mess-
zelle, die kein Plasmaprotein enthalt, mit einer Messzelle, die Plasmaprotein enthalt, bestimmt
werden.

4 Verfahrenskenndaten, Validierung

Die Wirkstoffe kdnnen in Breichen vermessen werden, in denen ihre Lésungen in Phosphat-
Puffer (vgl. 6.1). eine Absorption zwischen 0,2 bis 0,8 AU zeigen.

5 Gerate, Gerate-Einstellungen und Material

6-Wege-Ventil Rheodyne, Modell 5011 (Cotati, CA, USA)
Pumpe Bischoff, Modell 2250 (Leonberg, Deutschland)
Injektionsventil Rheodyne, Modell 7010 (Cotati, CA, USA)
Ultrafiltrationszelle Werkstatt Institut f. Pharmazie und LMC
Ultrafiltrationsmembran Millipore (Bedford, MA, USA)
UV-Detektor Knauer, Modell M87 (Berlin, Deutschland)
Bischoff, Modell DAD-3L (Leonberg, Deutschland)
Magnetrihrer IKA Labortechnik, RCT basic (Staufen, Deutschland)
pH-Meter PHM220 Lab pH-Meter Radiometer Analytical SAS (Lyon,
Frankreich)
Waage Kern 770, Forchtenberg, Deutschland
Ultraschallbad Branson 2510 Heinemann Labortechnik (Schwéabisch Gmuind,

Deutschland)
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6 Chemikalien

6.1 Medien

Phosphatpuffer

Na2HPO4 - Dihydrat 4,025 g/l Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaH2PO4 - Dihydrat 0,800 g/l Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid 5,844 g/l Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

Die Salze werden entsprechend eingewogen und in Millipore-Wasser gel6st. Zur Entgasung
wird die Losung 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 eingestellt.

6.2 Chemikalien

Bovines Serum-Albumin

* Fluka, BioChemika, Fraction V, =2 96,0% Art.-Nr. 05488

* Fluka, BioChemika, Fraction V, 2 95,0% Art.-Nr. 05484

Bezogen Uber: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Humanes Serum-Albumin

* Calbiochem, Fraction V, High Purity Art.-Nr. 126658

Bezogen Uber: VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

* Sigma, Fraction V, 96-99% Art.-Nr. A1653

Bezogen Uber: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
DMSO p.a. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

7 Durchfiihrung der Messung

Alle Losungen (Puffer, Wirkstofflosung und Millipore-

Austass Wasser) fur 30 min. im Ultraschallbad entgasen. Die

Edelstahifritte
Dichtring

Oberteil

Fritten flr die Position 1, 4, 5 und 6 in Millipore-

. T Unrafitrationsmembran

, : Wasser, die Fritte der Position 2 in die Wirkstofflo-

W"“m" sung und die Fritte fur die Position 3 in den Puffer

Unteriel hangen. Gerate (Controller, Steuergerat, Pumpe, De-
Grafik 1

tektor und Injektionsventil) einschalten. Pumpe und
Controller auf ,ext.“ stellen. Programm ,Protein WsA* starten. ,Test-Men(“ auswahlen und
Ventil auf Position 3 (Puffer) schalten. Zelle laut Grafik 1 zusammenbauen. Pumpe im , Test-

Meni“ einschalten und Zelle spilen, bis eine konstante Absorption angezeigt wird. Wahrend-

-3-
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dessen Protein abwiegen. Proteineinwaage im Menu ,Methodenerstellung® unter ,Protein®
und ,andern“ durch Aufrufen der Datenmaske (Maske 1 = BSA, Maske 2 = HSA) eingeben.
Wirkstoffdaten analog unter ,Methodenerstellung® unter ,Substanz“ und ,andern“ eingeben.
Messwellenlange am Detektor einstellen. Messzeiten unter ,Methodenerstellung® unter
,=Hauptversuch“ und ,andern® eingeben. ,Methodenerstellung“ verlassen. Menu ,Dateneinga-
be“ und ,neue Serie” wahlen; Versuchsdaten kontrollieren und bestatigen. Bei erreichen der
konstanten Absorption, ,Zero“-Taste an Detektor driicken und mit den Menipunkt ,Datenauf-
nahme* den Versuch starten. Versuch stoppt bei Proteininjektion, Protein in Puffer durch leich-
tes Schwenken (Schaumbildung!!!) I6sen. Protein blasenfrei in eine Spritze aufziehen, in das
Injektionsventil injizieren und dieses auf ,inject® stellen. Proteininjektion am Computer bestati-
gen. Gegen Ende des Spllschrittes Injektionsventil auf ,load zurtickstellen. Nach Ende des
Versuchs Zelle ausbauen und mit Millipore-Wasser spulen, Ultrafiltrationsmembran fir 10 min.
in 0,1 M NaOH waschen, Uber Nacht in 10%iger EtOH-L6sung aufbewahren. Injektionsventil
grundlich mit Millipore-Wasser spiilen.

7.1 Auswertung

Versuchsdaten in Ordner Nickel kopieren

Programm htbWin 6ffnen

,continue“ dricken

Drucker bestatigen,Alt+F2 drlcken

Programm NPBUWO3.prg auswahlen und mit ,Auswahl ok* 2mal bestatigen

Drucker bestatigen

Schwarz-Weil-Drucker auswahlen und bestatigen

versuch umformatieren auswahlen und mit ,Auswahl ok® bestatigen

Ordner Nickel auswahlen und den entsprechenden Datensatz auswahlen mit ,ok*“ bestatigen
Datensatze nochmals auswahlen und mit ,Auswahl ok® bestatigen

Speicherbuchstabe auswahlen und mit ,Auswahl ok* bestatigen

Error 177 bestatigen

Programm Ende bestatigen

Frage nach den Ausdrucken mit ,Nein“ beantworten

Arbeiten mit dem Programm beenden auswahlen und mit ,Auswahl ok* und ja bestatigen
Versuchsdaten in Ordner Nickel kopieren

Programm htbWin 6ffnen

,continue“ driicken
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Drucker bestatigen, Alt+F2 drlicken

Programm Npbw127.prg auswahlen und mit ,Auswahl ok 2mal bestatigen

Drucker bestatigen

Schwarz-Weil-Drucker auswahlen und bestatigen

~Proteinbindung aus Ultrafiltrationskurven berechnen® auswahlen und mit ,Auswahl ok“ besta-
tigen

Versuchsordner und Versuch wahlen und mit ,,ok“ bestatigen

Lversuch auswerten: Parameter frei wahlen® auswahlen und mit ,Auswahl ok®

Kurven mit ,Ja“ bestatigen

Wahl der zu druckenden Grafiken auswahlen und mit Auswahl ,,0k” und ,nein“ bestatigen

1. Fenster ausdrucken und ,Ende” driicken (dieses fast die Versuchsdaten und die Iterratio-
nen zusammen)

2. Fenster ausdrucken und ,Ende” driicken (dieses gibt die Anzahl und Art der Bindungsstel-
len an, die die niedrigste Standardabweichung aufweisen)

Die Iterration mit der niedrigsten Standardabweichung auswahlen und auf dem Bildschirm alle
Fragen, nach ausdrucken mit ,nein“ beantworten, bis die zur gewollten lterration erscheinen,
diese mit ,Ja“ ausdrucken. (Der Ausdruck gibt die Proteinbindung in Prozent an.) Scatchard
Plot ausdrucken (gibt Bindungskonstante an) und Ausdruck von weiteren Seiten/Grafiken mit
Nein beantworten

Bearbeitung beenden auswahlen und mit ,Auswahl ok“ bestatigen

Arbeiten mit diesem Programm beendet auswahlen und mit ,Auswahl ok und ja bestatigen
Den Ausdrucken, die Anzahl der unabhangigen und abhangigen Bindungsstellen sowie die
Bindungskonstanten und die Gesamtbindung entnehmen. Von diesen wird jeweils der Durch-
schnitt aus 6 Einzelmessungen und die Standardabweichung bestimmt.

7.2 Angabe der Ergebnisse

Als Ergebnis wird die Proteinbindung in %, die Anzahl der abhangigen und unabhangigen
Bindungsstellen der Substanzen an das Protein, sowie deren pK-Werte angegeben.

7.3 Mogliche Stérungen

Abfall des Pumpendrucks wahrend der Messung

Ursache: Verstopftes 6-Wege-Ventil
Lésung: 6-Wege-Ventil reinigen, hierzu die 3 Schrauben des Ventils 16sen und das
Oberteil nach vorne abziehen. Danach die Einzelteile mit einem Pinsel vom Abrieb befreien.

-5-
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AnschlieRend das Oberteil wieder aufsetzen und festschrauben, hierbei darauf achten, dass
die Schrauben nicht zu fest angezogen werden, da dies Abrieb und somit Verstopfungen be-
gunstigt. AnschlieBend das Purgeventil der Pumpe 6ffnen, den 3-Wege-Hahn auf die Leere
Position stellen und an dieser mit Hilfe eine Einmalspritze Flussigkeit ansaugen. Dies in allen
6 Stellungen des 6-WegeVentils wiederholen. Anschlielend sich evtl. in den Leitungen be-
findliche Blasen durch anschalten der Pumpe herausspilen. Zum Schluss ggf. Pumpe ab-

schalten und Purgeventil schlief3en.

Anstieg des Pumpendrucks wahrend der Messung

Ursache: Verstopfung eines Bauteils
Lésung: Lokalisierung der Verstopfung durch schrittweisen Abbau der Einzelteile. Ver-
antwortliches Bauteil entweder ersetzten oder durch manuelles Spulen mit Hilfe einer Einmal-

spritze reinigen. Ist das 6-Wege-Ventil verstopft wie oben beschrieben vorgehen.

Proteindurchgang nach der Injektion ist zu hoch

Ursache: Defekte Membran oder undichte Zelle
Ldsung: Ist die Membran defekt, eine neue nach den Angaben des Herstellers konditio-
nieren und die Messung mit dieser wiederholen. Ist die Messzelle undicht, Messzelle aus-

einanderbauen und reinigen. Danach den Versuch wiederholen.

Keine Kommunikation zwischen Controller und den Bauteilen Anlage

Ursache: Lext/int“-Schalter des Bauteils steht auf ,int"

Lésung: Schalter auf ,ext” stellen

Formatierung der Messdaten bricht mit der Meldung ,,overflow* ab

Ursache: Formatierungsordner enthalt zu viele Datensatze
Lésung: Nicht mehr bendtigte Datensatze in einen anderen Ordner verschieben.
-6-
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8 Validierung / Qualitatssicherung

8.1 Kontrollen

Die Proteinbindung von Phenprocoumon (Wérwag Pharma GmbH & Co. KG, Bdblingen,
Deutschland) wird einmal monatlich bestimmt und mit den bisherigen Bestimmungen vergli-
chen. Die Abweichung der Proteinbindung darf nicht mehr als 1% abweichen.

FluBkontrolle der Pumpe wird taglich tberpraft. Nach 60 min. Anlagenbetrieb wird gepruft, ob
30 ml Pufferlésung im Abfallgefall aufgefangen wurden.

Die Detektoren werden halbjahrlich nach der Vorschrift 2.2.25 UV-Vis-Spektroskopie des
Ph.Eur.6.0 (Europaisches Direktorat fur Qualitat von Arzneimitteln des Europarats, Strass-
burg, Frankreich, 2008) gepruft.

Die Waage wird taglich kalibriert und jahrlich durch den Hersteller Uberpruift.

8.2 Abweichungen

Abweichungen vom hier beschriebenen Vorgehen bzw. Auffalligkeiten wahrend der Messung
werden ausflhrlich in der Ergebnisdatei protokolliert und der Projektleiter hiervon in Kenntnis
gesetzt. Bei offensichtlichen Fehlern, die das Ergebnis beeinflussen, wird die Untersuchung
wiederholt. Die Beurteilung der Abweichung liegt im Ermessen und in der Verantwortung des
Projektleiters. Es werden die Ursachen der Abweichung analysiert und Mallinahmen definiert,
um die Abweichung in Zukunft zu vermeiden.

8.3 Reproduzierbarkeit

Die Prazision der Messung wird wie oben beschrieben durch die Bestimmung der Proteinbin-
dung von Phenprocoumon ermittelt.

9 Mitgeltende Unterlagen

Fallt QM aus

10 Literatur

Nicht belegt

11 Anlagen

Nicht belegt
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