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I Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

I Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

Die Entwicklung eines Wirkstoffes ist, neben der Synthese, der Struktur-Wirkungs-
Optimierung und der Testung der Substanzen in in vitro Zellsystemen, im Wesentlichen von
der analytischen Substanz-Charakterisierung abhingig. Dazu zéhlen neben der Synthese-
nahen Analytik jedoch auch Untersuchungen zur Stabilitit des neuen Arzneistoffes. Durch die
Erfiillung der analytischen Vorgaben und einer erfolgreich entwickelten quantitativen
Analysenmethode, konnen sich vielversprechende Substanzen fiir die Untersuchung in
Tierstudien zu bestimmten Krankheitsmodellen qualifizieren.

Die, in dieser Arbeit untersuchten, Substanzen haben vielversprechende Ergebnisse in
Zellsystemen zur Charakterisierung typischer Angriffspunkte zu Morbus Alzheimer (AD)
gezeigt. Diese Krankheit trigt, aufgrund der immer héheren Lebenserwartung, enorm zu den
okonomischen Ausgaben des Gesundheitssystems beziiglich der Behandlung und Pflege der
Patienten bei.

Neben den Symptomen des kognitiven Verfalls, der aus dem Verlust an funktionsfdhigen
Synapsen und dem Absterben von Neuronen resultiert, konnen im Gehirn von AD Patienten
Ablagerungen verschiedener Proteine nachgewiesen werden. Die AB-Plaques sind dabei
charakteristische extrazelluldre Ablagerungen von AB-Peptiden, die, wie sich gezeigt hat,
jedoch bereits vor der Plaquebildung auch intrazellulédr zur Schédigung der Neuronen
betragen konnen. Neurofibrilldre Tangles des Tau-Proteins treten im Gegensatz dazu
hauptséchlich intrazellulédr auf und sind vermutlich das Resultat der Hyperphosphorylierung
des Proteins und der damit verbundenen Destabilisierung des Zytoskeletts der Neuronen. Es
existieren Untersuchungen, in denen Verdnderungen des AfB- und Tau-Haushaltes

synergistisch zum Absterben der Neuronen bei AD beitragen [1].

Die Auswabhl der untersuchten Substanzen erfolgte aus zwei verschiedenen
Substanzbibliotheken, die innerhalb der Arbeitsgruppe durch langjéhrige Struktur-Wirkungs-
Optimierung ausgehend von den Leitstrukturen, der Pirinixinsdure und der Zimtséure,
erhalten wurden.

Der Anteil der vorliegenden Arbeit am Gesamtprozess der universitdren

Wirkstoffentwicklung der hier ausgewéhlten Substanzen ist in Abb.1 dargestellt.
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Abb. 1: Bedeutung der (bio-) analytischen Untersuchungen im Gesamtprozess der universitiren
Wirkstoffentwicklung zum Krankheitsbild von Morbus Alzheimer, phKin = Pharmakokinetik, PhDyn =
Pharmakodynamik

Als vielversprechendste Wirkstoff-Kandidaten haben sich MH84, ein Pirinixinsdurederivat
und MH163, ein Zimtsidurederivat, herausgestellt. Diese Substanzen verbinden einen dualen
Wirkmechanismus an der y-Sekretase und PPARY (Peroxisomen Proliferator-aktivierter
Rezeptor y) mit positiven Effekten auf die Verbesserung der mitochondrialen Dysfunktion, zu
der es bei AD bereits in frithen Stadien kommt. Sie decken somit einen Grofteil der bislang
wahrscheinlichsten, moglichen Therapieoptionen fiir Morbus Alzheimer ab.

Eine verringerte Prozessierung des Amyloid Precursor Proteins (APP) durch die y-Sekretase
soll dabei zu einer Reduzierung der toxischen, AD typischen AP42-Peptide fiithren. Des
Weiteren wird eine Reduktion der AB42 Produktion iiber eine indirekte Beeinflussung der 3-
Sekretase iiber die Wirkung an PPARY diskutiert. Dies konnte sich, neben einer Senkung der
direkten neurodegenerativen Toxizitéit dieser Spezies, zusétzlich positiv auf die Tau-
Pathologie auswirken[2].

Die Aktivierung von PPARY zeigt sowohl positive Effekte auf die Regulierung der AB-
Spiegel, welche aus einer reduzierten Bildung und einem gesteigerten Abbau von
iiberschiissigem AP resultieren, als auch eine Verbesserung der inflammatorischen Symptome
und moglicher Stoffwechsel-Veridnderungen in Zell- und Tiermodellen zu AD [3].

Die mitochondriale Dysfunktion gilt als eine der frithzeitigen pathologischen Verdnderungen
der Krankheit und resultiert aus gesteigertem oxidativen Stress, der z.B. auch durch
iberschiissige 16sliche, intrazelluldre AB-Oligomere verursacht werden kann. Eine
Verbesserung dieser Dysfunktion stellt eine vielversprechende Therapieoption fiir

neurodegenerative Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, dar [4].



I Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung empfindlicher und selektiver Analysenmethoden fiir die
ausgewihlten Substanzen und deren Validierung nach Guideline der FDA (Food and Drug
Administration) fiir bioanalytische Methodenentwicklung [5]. Dies stellt die Grundlage dar,
um die Gehalte der Verbindungen aus biologischen Matrices wie Plasma und Hirn
einwandfrei quantifizieren zu konnen und somit auch die Bioverfiigbarkeit im ZNS
nachzuweisen. Die in der Validierung enthaltenen Untersuchungen zur Stabilitét
charakterisieren den Analyten und stellen sicher, dass die Ergebnisse der Proben-Analyse

verlasslich sind.

Der Einsatz einer validen Analysenmethode soll fiir die Auswertung der potenten Verbindung
MH&84 in biologischen Proben aus Tierstudien dargestellt werden. Die pharmakokinetische
Charakterisierung und die Untersuchung der ZNS-Géngigkeit iiber die Blut-Hirn-Schranke
stehen dabei im Vordergrund. Dieses Charakteristikum ist von essentieller Bedeutung fiir die
Adressierung AD relevanter Angriffspunkte.

Die Ergebnisse einer ZNS-Akkumulationsstudie und von zwei pharmakodynamischen

Studien in transgenen Tiermodellen sollen ebenfalls kurz vorgestellt werden.
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II Substanzauswahl und in vitro Charakterisierung

Die zu Beginn ausgewdhlten Substanzen weisen verschiedene Aktivitétsprofile an der y-
Sekretase und PPARY auf, wobei diese Auswahl neben Substanzen mit dualem Wirkungen
auch Substanzen beinhaltet, die selektive y-Sekretase Modulatoren oder PPARYy Aktivatoren
darstellen (Tab.1). Die Substanzen wurden in der Arbeitsgruppe synthetisiert und stellen
vielversprechende Ergebnisse der Struktur-Wirkungs-Optimierung beziiglich der AD-Targets
dar. Die endgiiltige Auswahl der Substanzen fiir anstehende Tierversuche und die dafiir
benotigte analytische Methodenentwicklung und — validierung, erfolgte anschlieend iiber ihr
Potential die Mitochondrienfunktion in vitro zu verbessern [6],[7]. Die Untersuchungen der
Substanzen an den Mitochondrien wurden durch Maximilian Pohland (Pharmakologisches
Institut fiir Naturwissenschaftler, Goethe-Universitit Frankfurt/Main) durchgefiihrt und
werden derzeit veroffentlicht, weshalb in dieser Arbeit nur die Ergebnisse der beiden

vielversprechendsten Substanzen kurz beschrieben werden.

Tab. 1: Ubersicht iiber die in vitro Daten von vorausgewihlten Kandidaten fiir potentielle in vivo Studien

Substanz v-Sekretase PPARYy
Inhibition von AB42 Aktivierung von AB38 Aktivierung
(ICso [uM]) (ECso [uM]) (ECso [uM])
MH49 6,00 4,60 6,60
MH73 > 40 > 40 2,20
MH74 Inverser Modulator IC50AB38 ~ 5 uM Inaktiv bei 10 uM
MHS84 6,00 1,80 11,00
MH163 1,10 0,60 28 + 8 % Aktivierung bei 10 uM
DF34 0,78 1,00 4,64

II.1 Pirinixinsdurederivate

Bei den mitochondrialen Untersuchungen wurden transfizierte HEK-293 oppy Zellen, die
neuronales APP iiberexprimieren, mit Natriumnitroprussid (SNP) inkubiert um oxidativen
bzw. nitrosativen Stress zu simulieren. Die Behandlung mit SNP fiihrt dabei zu einer

Erniedrigung der Basalwerte fiir das mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel.

Die Auswabhl an Pirinixinsdurederivaten fiir diese Untersuchungen umfasste die Verbindungen

MH49, MH73, MH74 und MH&84.
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Das vielversprechendste Pirinixinsdurederivat war MH84, welches bei der Inkubation die
Schidigung durch SNP bereits bei einer Konzentration von 30 nM um ca. die Hilfte
verringern konnte. Die Aktivitit aller Komplexe der Atmungskette bei HEK-293 oppy Zellen
konnte bei einer Konzentration von 1 uM deutlich erhoht werden. Diese Verbesserungen
gehen mit einer Erhohung der Anzahl an funktionsfahigen Mitochondrien einher

(Bestimmung anhand der Citratsynthaseaktivitit).

(o]

MHS84
O PR G:
=N
FaC 2-((4,6-Bis(4-(Trifluoromethyl)phenethoxy)-
o)
s pyrimidin-2-yl)thio)hexansdure
FsC M = 602,2 g/mol

Abb. 2: MH84, ausgewihltes Pirinixinsdurederivat fiir in vivo Studien

I1.2 Zimtsdurederivate

Die getesteten Vertreter dieser Substanzklasse waren MH163 und DF34. MH163 wurde
aufgrund der etwas besseren Wirksamkeit fiir die weitere analytische Methodenentwicklung
ausgewihlt. Es konnte in vitro eine signifikante Verbesserung des MMP bei einer
Konzentration von 30 nM gezeigt werden. Die Untersuchung der mitochondrialen Funktion

mittels der ATP-Spiegel zeigte fiir MH163 protektive Effekte bei 1 uM nach einer

Schidigung mit SNP.
CF3
MH163
(E)-2-Bis((4-(Trifluoromethyl)benzyl)oxy)-
o) 0
benzylidene)hexansdure
x OH
M = 552,2 g/mol
© CHs
CF,

Abb. 3: MH163, ausgewihltes Zimtsdurederivat fiir in vivo Studien
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Alzheimer

Alzheimer (AD) ist fiir bis zu 70% der Demenz-Diagnosen verantwortlich und betraf im Jahr
2012 circa 36 Millionen Menschen weltweit [8].

Die Krankheit ist durch einen fortschreitenden kognitiven Verfall gekennzeichnet, wobei
hauptsédchlich das Geddchtnis, visuell-raumliche Fihigkeiten und ausfiihrende Funktionen
gestort sind. Im spéteren Krankheitsverlauf kommt es zusitzlich zu komplexen
Verhaltensstorungen und psychologischen Veridnderungen [9], [10]. Die Ursache fiir die
symptomatischen Veridnderungen ist ein selektiver neuronaler Abbau und der Verlust an
Synapsen in den betroffenen Hirnregionen, wie dem Hippocampus, dem limbischen System,
der Amygdala, dem frontalen und temporalen Neocortex [11]. Diese Veridnderungen sind
assoziiert mit der Ausbildung von extrazelluldren senilen Plaques (AB) und intraneuronalen
neurofibrilldren Tangles (Tau) [12]. Die Zusammenhénge zwischen den AD-typischen
pathophysiologischen Veridnderungen werden folgend kurz beschrieben, um die besondere

Bedeutung der untersuchten Substanzen darzustellen.

IT1.1 Amyloid-Kaskade Theorie und Bedeutung der y-Sekretase

Die Amyloid-Kaskade Theorie war der erste Versuch die Entstehung und den Verlauf von
Morbus Alzheimer zu erkldren. Mittlerweile konnte festgestellt werden, dass die Bildung und
Ablagerung von neurotoxischem AP Spezies als alleiniger Krankheitsausloser ausgeschlossen
werden kann. Dennoch spielt die Generierung von neurotoxischen AP Spezies im
Zusammenspiel mit anderen, vielschichtigen Verdnderungen eine bedeutende Rolle.

Der Abbau des Amyloid-f3 Precursor Proteins (APP) erfolgt durch verschiedene Sekretasen.
Dabei unterscheidet man zwei verschiedene Wege [13].

Im nicht-amyloidogenen Weg wird der GroB3teil des APP prozessiert. Die a-Sekretase
schneidet dabei das APP in extrazelluldre Fragmente (APPa) und membrangebundene o-
carboxyterminale Fragmente (CTFa, C83). Diese werden anschlieBend durch die y-Sekretase
in 16sliche p3-Fragmente und die APP-intrazellulire Doméne (AICD) zerlegt.

Im amyloidogenen, bei AD pathologisch veridnderten, Weg wird APP zunéchst durch die 3-
Sekretase (BACEL) in ein B-carboxyterminales Fragment (CTFP oder C99) geschnitten.

11
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Dieses Fragment wird daraufthin durch die y-Sekretase in die charakteristischen A3 Peptide
gespalten [13]. Dabei entstehen sowohl auf normalem, als auch auf krankhaften Wege APB37-
43 Peptide [14], [15].

Diese Peptide werden in den extrazelluldren Raum freigesetzt, wihrend das, durch die -
Sekretase entstandene AICD, wie auch im nicht-amyloidogenen Weg, in das Zytosol gelangt
und an nuklderen Signal-Kaskaden beteiligt ist [16], [17].

Strukturell ist die y-Sekretase ein Aspartyl-Protease-Komplex mit Presinilin im katalytischen
Zentrum [18]. Dieser Komplex ist trans-membranir [19] und besteht aus mindestens vier
Proteineneinheiten: Presenilin 1 oder 2 (PS), Anterior Pharynx-Defective 1 (APH-1),
Nicastrin (NCT) und Presenilin Enhancer 2 (PEN-2) [20].

APPsa APPsp
APP APP
Ap
p3
m p-Sekretase
o-Sekretase Extrazellular-
raum
v-Sekretase 7-Sekretase
Zytosol
CTFa I CTFp I
AICD AICD
Nicht-amyloidogener Weg Amyloidogener Weg

Abb. 4: Nicht-amyloidogener und amyloidogener Weg der APP-Prozessierung, nach [13]

I1II.1.1 A und Alzheimer

Die bei der APP-Prozessierung entstandenen AB-Monomere konnen nach vorangegangener
Konformationsénderung polymerisieren und zunéchst kurze, 16sliche, metastabile Oligomere
bilden. Manche dieser Oligomere konnen sich verstérkt, durch Anlagerung weiterer
Monomere, zu Protofibrillen zusammenschlieen. Durch das Zusammenlagern von
Protofibrillen kommt es zur Bildung grof3er, unl6slicher Filamente (geraden und gepaarten,
helikalen Filamenten), die sich anschlieBend weiter zu den charakteristischen Amyloid

Plaques zusammenballen [21]. Diese Plaques galten lange Zeit als Ursache fiir die ApB-

12
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induzierten neurotoxischen Effekte, wobei spiter die oligomeren AB-Strukturen als besonders
neurotoxisch eingestuft wurden [22], [23], [24].

Bei AD ist die APP-Prozessierung zugunsten einer gesteigerten Bildung von AB42 verdndert.
Dieses Peptid fiihrt verstirkt zu neurotoxischen Effekten und hat eine hohe Tendenz zu den
AD typischen Amyloid Plaques zu agglomerieren [25].

In familidren, early-onset Fillen von AD resultiert die verstirkte AB42 Bildung auf
Mutationen im APP, Presenilin 1 oder Presenilin 2. Diese Form betrifft weniger als 5% der
AD Patienten. Auf der anderen Seite konnte bei ca. 50% der late-onset Patienten die ApoE4
Isoform nachgewiesen werden [26]. Einheitliche Ursachen fiir die Krankheit konnten somit
nicht identifiziert werden, wobei die erwédhnten genetischen Verdnderungen ein Hauptrisiko
fiir die Erkrankung darstellen.

Das verinderte AB-Profil scheint auch mit anderen, AD typischen, Verdnderungen verbunden
zu sein. AP schidigt dabei hauptsichlich die synaptischen Bereiche der Neuronen, was zu
einer gestorten Reizweiterleitung und schlieBlich zum Absterben der Synapsen und Neuronen
fiihrt [27], [28]. In transgenen Mausmodellen konnte auBBerdem gezeigt werden, dass A nur
cytotoxisch und neurodegenerativ wirkt, wenn Tau anwesend ist. Bei Tau” Miusen konnten
keine Ap-induzierten toxischen Effekte nachgewiesen werden [29]. Uberschiissiges AP
schidigt zusétzlich die Mitochondrienfunktion, was im Umkehrschluss die Tau-Pathologie

begiinstigt [30], [27].

I11.1.2 Beeinflussung der y-Sekretase-Aktivitiit

Da AP ein moglicher, wichtiger Verkniipfungspunkt zu nahezu allen AD typischen
Veridnderungen darstellt, scheint die therapeutische Beeinflussung der APP-Prozessierung ein
wichtiger Angriffspunkt fiir eine mogliche Behandlung darzustellen. Eine dieser
Therapiemdoglichkeiten ist die Reduzierung der Bildung des neurotoxischen AB42.
v-Sekretase Inhibitoren (GSI) wie LY-411575, LY-450139 (Semagacestat) reduzieren dabei
jedoch alle AB-Peptide und haben eine fehlenden Target-Selektivitdt. Dadurch kam es in
klinischen Studien zu einem damit verbundenen, ungiinstigen Nebenwirkungsprofil. Die
Nebenwirkungen der GSI, wie ein erhohtes Hautkrebsrisiko oder teils schwere
gastrointestinale Stérungen, beruhen unter anderem auf einer Blockade des Notch-
Signalwegs. Dies zeigt die Analogie zwischen APP- und Notch-Prozessierung durch

Presinilin-abhiingige Abbauschritte [31].
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Um die Wirkung der GSI auf APP zu spezifizieren wurden Notch-sparing GSI (z.B. BMS-
708163 (Avagacestat), GSI-953 (Begacestat)) entwickelt. Diese Selektivitit scheint jedoch
auch vom verwendeten Test-Zellsystem abhédngig zu sein, da es in klinischen Studien weder

zu einer Verringerung der Nebenwirkungen noch zu einer selektiven Reduktion des Ap kam

[32].

Bei der Untersuchung nicht-steroidaler, antiinflammatorischer Wirkstoffe (NSAIDs) konnte
bei einigen der Substanzen (Ibuprofen, Sulindac, Flurbiprofen und Indomethacin) eine
selektive Absenkung von AB42 in vitro und in vivo festgestellt werden. Dieser Effekt beruht
auf modulatorischen Wirkungen dieser Substanzen auf die y-Sekretase [33], [34], [35].
v-Sekretase Modulatoren (GSM) verschieben die APP-Prozessierung ausgehend vom langen,
neurotoxischen und leicht akkumulierenden APB42 zugunsten kiirzerer und weniger toxischer
APB38 oder AB37 Peptide. Es kommt dabei zu keiner Beeintrichtigung der Notch-
Prozessierung und zu weniger Nebenwirkungen [36].

Aufgrund der schwachen in vitro Wirksamkeit z.B. von Flurbiprofen (AB421Csq ~ 200-

300 uM) wurde ein wirksameres Derivat CHF5074 synthetisiert (AB42ICsy = 41 uM). Dieses
konnte in klinischen Studien nur eine Verringerung der Mikroglia-Aktivierung (siehe Kap.
I11.2.2), jedoch keine Verringerung des AB42 zeigen.

Zur Verbesserung der Wirksamkeit und der Bioverfiigbarkeit im ZNS wurden weitere GSM
(z.B. GSM-1, EVP-0015962, JNJ-40418677, E2012, E2212, NGP-555, usw.) entwickelt [37],
[38].

E2012 zeigte in einer kleinen Phase I Studie eine Dosis-abhidngige Reduktion des Ap40/42
Verhiltnisses im Menschen [39]. Weitere Untersuchungen wurden jedoch unterbrochen, um
stattdessen die optimierte Verbindung E2212 (bislang nur Strukturvermutungen) zu
untersuchen. Die erste Phase I Studie startete im Januar 2010 (NCT01221259). Diese Studie
zeigte eine gute Vertriglichkeit und eine ausreichende Bioverfiigbarkeit in gesunden
Menschen. Die AP42 Spiegel im Plasma konnten mit steigender Dosis reduziert werden [40].
Weitere klinische Studien zur Effizienz und ZNS-Géngigkeit der Substanz bei AD Patienten
stehen bislang noch aus.

Obwohl es viele y-Modulatoren in der Pipeline gibt, wurden bislang kaum klinische Studien
zu dieser Wirkstoffgruppe durchgefiihrt. Ob diese Wirkstoffklasse in naher Zukunft in der

Therapie von AD eingesetzt werden kann, bleibt daher ungewiss.
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Abb. 5: Auswahl bislang untersuchter y-Sekretase-Inhibitoren (GSI) und y-Sekretase-Modulatoren (GSM)

I11.2 Peroxisomen Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs)

Die Peroxisomen Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARs) gehdren zu den nukleédren

Rezeptoren und stellen Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren dar.

Die Expression vieler verschiedenster Gene wird durch die Aktivierung der PPARs reguliert.

Es sind drei Subtypen der Rezeptorfamilie bekannt, PPARa (NR1C1), PPARB/S (NR1C2)

und PPARy (NR1C3) [41], welche sich in ihrer Funktion, Ligandenspezifitit und der

Gewebeverteilung unterscheiden. Physiologisch sind alle drei Isoformen im Lipid-, Energie-

und Glucosestoffwechsel von essentieller Bedeutung. Sie haben zusitzlich einen Einfluss auf

die Adipozyten-Differenzierung, Insulin-Sensitivitdt und Tumorsuppression [42].

Nach Aktivierung eines PPARs durch die Bindung eines Liganden, kommt es zu einer

Heterodimerisierung mit einer der drei Isoformen des Retinoid X Rezeptors (RXR), welche

durch bindende Wechselwirkungen an drei verschiedenen Stellen der

Ligandenbindungsdoméne (LBD) realisiert wird.
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Der so gebildete heterodimere Komplex bindet iiber die Nucleotid-Sequenz AGGTCA-x-
AGGTCA an die Promotorregion der Target-DNA. Die sich wiederholenden Teilsequenzen
stammen jeweils von der DNA-Bindungsdoméne des PPAR und des RXR und sind nur durch
ein zusétzliches Nucleotid (x) voneinander getrennt [43].

Bei Abwesenheit eines PPAR Agonisten wird die Transkription von Genen unterdriickt,
indem Corepressoren wie N-CoR (nuclear receptor corepressor) oder SMRT (silencing
mediator for retinoid and thyroid receptor) an PPAR binden. Bei Ligandenbindung werden
diese Corepressoren durch Konformationsinderungen freigesetzt und stattdessen
Coaktivatoren rekrutiert. Dies sind z.B. bei PPARy: PGC-1a (PPARy Coaktivator 1a), CREB
binding Protein (CBP), p300 Proteine, SRC1 (Steroid-Rezeptor Coaktivator) oder PBP
(PPAR-bindendes Protein). Dadurch wird die RNA Polymerase aktiviert und die
Genexpression eingeleitet [44], [45].

Ligand 1
— >

Coaktivatoren » —>

PPAR RXR Transkription

W—AGGTCA-X-AGGTCAW—
PPRE

Target-Gen DNA

Abb. 6: Genexpression durch die Aktivierung von PPAR, nach [46]

I11.2.1 PPARYy Agonisten und Alzheimer

Obwohl bislang wenig iiber die Funktionen von PPARY im Zentralnervensystem (ZNS)
bekannt ist, scheint die Beeinflussung der PPARy-Aktivitit im ZNS verschiedene Einfliisse
auf die pathologischen Veridnderungen von Morbus Alzheimer wie Af3-Plaques, Tau-Tangles
und Entziindung zu haben.

Die wichtigste Substanzklasse dieser Target-Adressierung sind die Thiazolidinedione (TZDs),
deren Wirkung an PPARY in braunem Fettgewebe in der Literatur ausfiihrlich beschrieben ist.
Sie sind als Glukose-senkende und Insulin-sensitivierende Therapeutika bei Diabetes mellitus

Type 2 indiziert [47].

16



IIT Allgemeiner Teil

Desweiteren weisen verschiedenste andere Substanzklassen wie z.B. langkettige Fettsduren,
synthetische auf Tyrosin basierende Verbindungen und NSAIDs, wie Ibuprofen und

Indomethacin eine Wirkung als PPARY Agonisten auf [48].

I11.2.2 PPARY als therapeutisches Target fiir AD

Der Nachweis proinflammatorischer Cytokine sowie verschiedener Chemokine im Gehirn
von AD Patienten gab Hinweise auf chronische Entziindungsreaktionen in den betroffenen
Hirnarealen. Diese Entziindungsfaktoren werden durch die AB-induzierte Aktivierung der
Mikroglia freigesetzt [49].

Eine langfristige Behandlung mit NSAIDs fiihrte zu einer signifikanten Senkung des Risikos
an AD zu erkranken [50], [51], [52]. Zusitzlich dazu wurden Studien durchgefiihrt, die
gezeigt haben, dass der kognitive Abbau bei AD Patienten, sowie der Krankheitsverlauf durch
die langfristige Therapie mit NSAIDs gemildert werden kann [53], [54], [52]. Des Weiteren
konnte in vitro eine deutliche Reduktion von A assoziierten, aktivierten Mikroglia nach einer
entsprechenden NSAID Behandlung nachgewiesen werden [55].

Zunichst wurde der entziindungshemmende Effekt der NSAIDs im Gehirn auf ihre Wirkung
als COX-Inhibitoren zuriickgefiihrt. Paradoxerweise, wurden fiir den entziindungshemmenden
Effekt deutlich hohere Dosierungen bendtigt, als fiir die Inhibierung der Cyclooxygenasen
eigentlich notwendig sind [56], [57]. Aus diesem Grund wurde eine COX-unabhingige
Wirkweise der NSAIDs vermutet. Es konnte gezeigt werden, dass NSAIDs die Genexpression
proinflammatorischer Mediatoren regulieren konnen, indem sie mit den PPARSs interagieren
[56]. PPARYy Agonisten konnten nachweislich die Bildung proinflammatorischer,
neurotoxischer Mediatoren in AB-stimulierten Mikroglia und Monocyten unterbinden [49].
NSAIDs weisen jedoch gerade bei hohen Dosierungen ein schlechtes Nebenwirkungsprofil,
hauptsédchlich im Gastrointestinal Trakt, auf, wodurch eine dauerhafte oder vorbeugende AD
Behandlung kaum moglich ist.

In den Fokus der Untersuchungen sind daraufhin die Thiazolidinedione (TZDs) geriickt, da

sie als PPARY Agonisten bei Diabetes mellitus Typ 2 indiziert sind.
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Abb. 7: NSAIDs und TZDs mit PPARy-agonistischen Eigenschaften

Diese Substanzklasse konnte in in vitro Systemen die entziindungsbedingte Aktivierung von
Hirn-Astrozyten und -Mikroglia unterbinden [58]. TZDs konnen somit die Bildung der
Neurotoxine inhibieren, die durch die aktivierten Mikroglia entstehen. Neben der Senkung der
typischen Entziindungsmarker, konnte auch eine verringerte Aktivitit der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) und somit eine Unterbindung des NO- vermittelten
Absterben von Neuronen festgestellt werden [59]. Die neuroprotektiven Effekte der TZDs
konnen durch die Zugabe von GW9662, einem PPARy Antagonisten, vollstindig aufgehoben
werden [58].

In Neuronen des Hippocampus konnten ebenfalls neuroprotektive Effekte der TZDs und
anderer PPARY Agonisten gezeigt werden, die auf einer Inhibierung der Glycogen-Synthase-
Kinase 38 (GSK-3p) beruhen konnten [60]. Diese Kinase scheint auch im Zusammenhang mit
der gestorten Aktivitit der y-Sekretase, der Hyperphosphorylierung von Tau und den
gestorten Transportvorgidngen von neuronalen Mitochondrien zu stehen [27], [61], [62].
PPARYy Agonisten (z.B.: Pioglitazon) konnen zusitzlich AB-Spiegel und dessen Ablagerungen
in Miusen verringern [63].

Bei diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass inflammatorische Cytokine die
Expression der -Sekretase erhdhen [64] und dass PPARy Agonisten diese Expression durch
die Bindung an das Responseelement der Promotorregion des B-Sekretase Targetgens
verringern konnen [65], [64]. Durch die herabgesetzte Expression der B-Sekretase wird
nachweislich weniger APP prozessiert, was zu geringeren A3 Spiegeln fiihrt [66].

Neben der Beeinflussung der AP Produktion kann auch der Abbau von bereits bestehendem

AP durch PPARY Agonisten verbessert werden.
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Mikroglia sind dabei verantwortlich fiir die Aufnahme und Degradierung von iiberschiissigem
AP im ZNS. Die AD-typische Uberaktivierung der Mikroglia, sowie die erhohten Spiegel an
verschiedenen Cytokinen und Chemokinen treten bereits vor der ApB-Plaque Bildung auf [67].
Die chronische Entziindung im Gehirn hat einen negativen Einfluss auf die Abbaufunktion
von A durch die Mikroglia und fiihrt zu zytotoxischen Effekten in den betroffenen
Hirnregionen. Es konnte eine erhohte Aufnahme und ein verstirkter Abbau von AP durch die
Stimulierung von PPARY durch die Agonisten DSP-8658 und Pioglitazon nachgewiesen
werden [68].

Die proinflammatorische Genexpression wird durch Inaktivierung von NFxB-abhédngigen
Promotoren durch PPARYy Agonisten inhibiert [69]. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass
eine PPARy Aktivierung die Genexpression von proinfammatorischen Genen in Mikroglia
und Makrophagen herabsetzt [57], [70]. Es wird vermutet, dass Entziindungen das
entscheidende Bindeglied zwischen A und der Tau Pathologie sind, indem sie die
Substratspezifitdt von Kinasen und Phosphatasen veridndern, wodurch es zur
Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins kommt [71].

Erhohte Serum Cholesterin-Spiegel werden ebenfalls mit einem gesteigerten Risiko an AD zu
erkranken in Verbindung gebracht [72]. Dieser Zusammenhang wird jedoch wissenschaftlich
kontrovers diskutiert [73], [74].

Verschiedene Gene, die die Cholesterin-Homoostase regulieren, sind scheinbar mit der AD
Pathogenese verkniipft. Am besten untersucht wurden das Apolipoprotein E (ApoE) und die
ATP-binding cassette A1 (ABCA1). Die Aktivierung von PPARy und Liver X Rezeptoren
(LXRs) iiber einen gekoppelten metabolischen Weg fiihrt zum Anstieg von Apolipoprotein E
(apoE) und ABCAT1 im Gehirn [75]. ApoE ist das primére Apolipoprotein im ZNS, welches
am Lipid-Metabolismus, der Cholesterin-Homdoostase und lokalen Lipid-Transportprozessen
beteiligt ist [76]. Es existieren drei verschiedene ApoE Isoformen (E2, E3 und E4), wobei das
E4 Allel das Risiko die sporadische, late-onset Variante von AD zu entwickeln deutlich
erhoht. ApoE4 fiihrt zu einem Defizit A3 Peptide abzubauen, was schlie3lich zu einer
Akkumulation und zur Plaquebildung fithren kann [77]. Im Allgemeinen hat ApoE je nach
vorliegender Isoform (E2>E3>E4) einen Einfluss auf die Fahigkeit A} durch Mikroglia und
das Insulin-Degrading Enzym (IDE) abzubauen [78].

Die Rolle von ABCAL ist es Lipide wie Phospholipide und Cholesterin auf ApoE zu

iibertragen und somit deren Transport zu ermdglichen. Eine Uberexprimierung von ABCA1
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durch PPARY, RXR und LXR fiihrt in Mausmodellen zur Senkung der AP Spiegel und somit
zu einer reduzierten Plaquebildung [79].

Das Risiko an AD zu erkranken ist bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 doppelt so hoch
als bei gesunden Patienten [80]. Die Insulin-Rezeptor-Signalkaskade scheint bei AD auf
Grund einer Insulin-Resistenz im Gehirn deutlich herabgesetzt zu sein [81]. In Tiermodellen
konnte gezeigt werden, dass extrazelluldres A vom Insulin-Degrading Enzym (IDE)
abgebaut wird, welches ApoE4 abhingig bei late-onset AD Patienten in deutlich geringeren
Spiegeln im ZNS vorliegt [78], [82]. IDE baut Insulin ab und reguliert die Steady-State
Insulin Konzentration im peripheren Gewebe. Andere kurze Peptide wie A sind ebenfalls
Substrate von IDE. PPARy Agonisten erhohen die IDE Expression und deren proteolytische
Aktivitit, was zu herabgesetzten extrazelluldren A} Spiegeln fiihrt [83].

Bei AD sind die PGC-1a Level nachweislich erniedrigt [84]. Eine Erhohung der
Konzentration fiihrt zu einer gesteigerten mitochondrialen Biosynthese und zu einem
verstirkten Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [85]. Eine Aktivierung von PPARy
fordert die Expression von PGC-1a. [86]. PPARY Agonisten haben somit auch einen positiven

Einfluss auf die Verbesserung der AD-typischen mitochondrialen Dysfunktion (siehe Kapitel
I11.4.3).

I11.2.3 TZDs als Alzheimer Therapeutika?

Eine Behandlung mit Rosiglitazon fiihrte in Tierstudien zu einer Verbesserung der Lern- und
Erinnerungsfahigkeit [87]. Eine Phase II Studie mit mehr als 500 Patienten zeigte eine
Verbesserung der Aufmerksamkeit und Gedéchtnisleistung bei Patienten mit leichter bis
mittelschwerer AD durch Rosiglitazon [88].

Leider konnte in folgenden, klinischen Studien die Wirksamkeit der PPARy Agonisten
Rosiglitazon und Pioglitazon bei AD nicht bestitigt werden. Als Ursache wird eine zu geringe
Fahigkeit vermutet die Blut-Hirn-Schranke zu {iberwinden [87], [89].

Einige positive Effekte der Agonisten auf die AD Pathologie werden indirekten peripheren
Wirkungen zugeschrieben. Diese sind ein verbesserter Lipid- und Insulinstoffwechsel [87],
[90].

Eine Standardtherapie durch TZDs ist demnach aufgrund fehlender Effizienz bei AD nicht
angezeigt. Aufgrund schwerer Nebenwirkungen wurden Troglitazon (Lebertoxizitit) und

Rosiglitazon (erhohtes Herzinfarktrisiko) auch fiir andere Indikationen in Europa vom Markt
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genommen [91], [92]. In den USA hat die FDA, nach einer strikten Limitierung der
Verschreibung fiir Rosiglitazon im Jahr 2011, die Vorschriften 2013 wieder gelockert,
nachdem eine neue Studie das erhohte Herzinfarktrisiko nicht bestitigen konnte [93].
Pioglitazon ist in den USA und in Europa immer noch mit dem Hinweis zugelassen, dass eine

Behandlungsdauer von mehr als 1-2 Jahr zu erh6htem Blasenkrebsrisiko fiihrt [94].

II1.3 Tau

Tau gehort zu den Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs). Es fordert den Einbau von
Tubulin in die Mikrotubuli und fiihrt dadurch zu dessen Stabilisierung. Tau selbst wird
abhidngig vom Phosphorylierungsstatus, der durch Kinasen und Phosphatasen reguliert wird,
an die Mikrotubuli gebunden [95], [96]. Gestorte Phosphorylierungsprozesse fithren zu einer
Absenkung der Bindungskapazitit von Tubulin und somit zu einer Schidigung der
Mikrotubuli-Struktur [97].

Mikrotubuli induzieren diverse zelluldre Prozesse wie Morphogenese, Zellteilung und
intrazelluldre Transportvorginge. Der Transport von Zellorganellen erfolgt iiber Mikrotubuli-
abhiéngige Mortorproteine, wie z.B. Kinesin und Dynein [98], [99]. Die axonalen

Transportvorginge in Neuronen werden durch Tau reguliert [100].

II1.3.1 Tau und Alzheimer

Bei AD verliert Tau, aufgrund von Konformationsidnderungen und Fehlfaltungen der
Proteinstruktur, seine Fihigkeit an die Mikrotubuli zu binden. Dadurch kommt es zu
Schiddigungen im Zytoskelett der Neuronen [101]. Dies fiihrt zur Ablosung des Taus und zu
einer anschlieBenden Akkumulation zu oligomeren und fibrilldren Tau-Strukturen wie
geraden- (straight filaments, SF) oder gepaarten, helikalen (paired helical filaments, PHF)
Filamenten. Diese Strukturen konnen sich weiter zusammen schlieen, um die bei AD
typischen neurofibrilliren Tangles (NFTs) zu bilden [102].

Die oligomeren Formen weisen in vitro eine erhohte Toxizitdt im Vergleich zu den NFTs auf
[103]. Scheinbar ist die nachtrigliche Polymerisierung zu SF, PHF und NFTs ein endogener

Vorgang um den Abbau der toxischen Tau Oligomere aus dem Cytosol zu ermdglichen [104].
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Abb. 8: Storung der Stabilitdt der Mikrotubuli durch hyperphosphoryliertes Tau [105]

Als Grund fiir die Konformationsinderungen und Fehlfaltungen, die zur Polymerisation des
Proteins fithren, werden posttranslationale Verdnderungen beschrieben [106]. Zu diesen
Veridnderungen gehoren unter anderem die Hyperphosphorylierung, Acetylierung und die
proteolytische Spaltung. Diese werden als Hauptursachen und Triebkrifte fiir die Tangle-
Bildung beschrieben [97].

Im gesunden Gehirn ist Tau nur wenig phosphoryliert und weiflt dadurch eine gute
Loslichkeit und nahezu keine Sekundérstruktur auf. Ein iiber 10-facher Uberschuss an
Tubulin im Vergleich zu Tau, gewihrleistet eine fast vollstandige Bindung des Proteins an die
Mikrotubuli [104].

Das Vorkommen von hyperphosphoryliertem Tau bei AD Patienten ist drei- bis vierfach
hoher als bei gleichaltrigen Kontrollpatienten ohne AD. Dabei ist das hyperphosphorylierte
Tau ein wichtiger Bestandteil der charakteristischen PHFs und NFTs [107]. Zusitzlich
befinden sich ca. 40% des gesamten hyperphosphorylierten Tau im Zytosol der AD Patienten
und sind nicht zu PHFs oder NFTs aggregiert. Dieses freie, hyperphosphorylierte Tau kann
die, oben beschriebenen toxischen Oligomere ausbilden [108]. Als Ursache fiir die
Hyperphosphorylierung von Tau ist eine abgeschwichte Aktivitit von Tau-Phosphatasen
(Serin-/Threonin Phosphatasen), wie den Protein Phosphatasen PP1, PP2A, PP2B und PP5
beschrieben worden. Eine Reduzierung der gesamten Tau-Phosphatase-Aktivitéit von bis zu
50% wurde bei AD Patienten nachgewiesen [109].

Die Hyperphosphorylierung von Tau kann jedoch auch das Ergebnis einer Erhchung der
Aktivitdt von Tau-Kinasen sein. Dabei scheint GSK3/ die wichtigste Kinase bei der

Regulierung der Tau-Phosphorylierung darzustellen. Weitere mogliche, beteiligte Kinasen
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sind die Cyclin-abhingige Kinase 5 (Cdk5), die cAMP-abhéngige Protein Kinase A (PKA)
und die Calcium/Calmodulin-abhingige Kinase II (CaMK-II) [110]. Verdnderungen der
Kinaseaktivitdat wurden in vitro auch abhéngig von der Einwirkung von A Peptiden
beschrieben [111].

Im Inneren der PHFs wurden zusitzlich proteolytisch verkiirzte Tau gefunden [112], [113].
Die verkiirzten Tau Strukturen konnten auch bei AD Patienten nachgewiesen werden [114]. In
vitro Experimente haben gezeigt, dass sich diese Fragmente verstidrkt und deutlich schneller
zusammenlagern als das ungekiirzte Tauprotein [115].

Zusitzlich konnte acetyliertes Tau in allen Stadien von AD nachgewiesen werden, deren
Haufigkeit mit dem Schweregrad der Krankheit korreliert. Am hdufigsten konnte acetyliertes
Tau in den NFTs gefunden werden [116].

Die Verteilung des acetylierten Tau in den verschiedenen Hirnarealen entspricht der
Verteilung des hyperphosphoryliertem Tau, wodurch es zur Vermutung kam, dass bei AD
eine Hyperphosphorylierung vor der Acetylierung stattfindet. Die Acetylierung des Tau
konnte somit ein Zwischenschritt bei der Bildung der neurofibrilldren Tangles sein [116].
Die zwischenzeitlich gebildeten Tau-Oligomere weisen die hochste Toxizitédt der aggregierten
hyperphosphorylierten Spezies auf und tragen wahrscheinlich am stidrksten zur
Neurodegeneration und dem damit verbundenen kognitiven Verfall bei AD bei. Die
hyperphosphorylierten Tau-Oligomere finden sich unter anderem verstérkt in den Pre- und
Postsynapsen der von AD betroffenen Neuronen, wodurch eine daraus resultierende toxische
Wirkung gerade in diesen Bereichen wahrscheinlich ist [117].

Eine Reduktion von 16slichen, oligomeren AP Spezies fiihrt zu einer Absenkung der Tau-
Pathologie in transgenen Mausmodellen und verdeutlicht, dass AB und Tau Verdnderungen
synergistisch miteinander im Zusammenhang stehen konnten [30].

Die bei AD offensichtlichen, aggregierten hyperphosphorylierten Tau-Spezies (SFs, PHFs
und NTFs) sind eventuell lediglich ein Versuch der Zelle, die toxischen l6slichen Formen

unschidlich zu machen.

I11.3.2 Tau-regulierende Therapieansiitze bei AD

Da die, in dieser Arbeit analysierten, Substanzen nur AP vermittelte, indirekte Wirkung auf
die Tau-Pathologie haben, werden die aktuellen therapeutischen Entwicklungen an diesem

Target nur kurz tabellarisch dargestellt.
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Tab. 2: Ubersicht iiber Tau-regulierende Therapieansitze in der klinischen Entwicklung

Mikrotubuli
stabilisierende

Substanzen

Epothilone D verbessert kognitive Phase I, milde AD NCT01492374
Funktionen
Davunetide intranasale Applikation Phase II, verschiedene NCT01056965

(NAP, AL-108)

Tauopathien

Inhibierung der Tau LiCl keine Wirkung Zwei kleine Studien, [118]
Kinasen (GSK-3pB) milde bis moderate AD [119] ISRCTN72046462)
Tideglusib leichte Verbesserung der Phase I, AD und PSP* NCTO01350362
(NP-12, GSK-3B) | kognitiven Fahigkeiten
Valproat Erhohung der Atrophie des | Phase III NCT00071721
(GSK-3p) Hirns, keine Verbesserung [120]
der kognitiven Fihigkeiten
Aktivierung der Tau Memantin nach 1 Jahr signifikant Zugelassen als nicht- [8]
Phosphatasen (PP2A) weniger phosphoryliertes kompetitiver N-Methyl-
Tau im CSF von AD D-Aspartat (NMDA)-
Patienten Rezeptor Antagonist
Tau- Methylenblau Verbesserung der Phase II beendet [121]
Aggregationshemmer kognitiven Defizite
3 Phase III Studien, erste | [122]
Ergebnisse 2016 erwartet
Entziindungs-hemmende | Etanercept Injektionen ins Phase II, doppelblind NCT01068353

Therapie

(Tumor-Nekrose-

Faktor Inhibitor)

Riickenmark,
Verbesserung der

kognitiven Fahigkeiten

gegen Placebo

* PSP = progressive supranukledre Blickparese

Noch nicht in klinischen Studien, aber erfolgreich in in vitro Tests sind andere Kinase-

Inhibitoren und Phosphatase Aktivatoren, andere Mikrotubuli-stabilisierende Substanzen,

weiterentwickelte Tau-Aggregationshemmer [123] und die Immunotherapie mit Tau-

spezifischen Antikorpern (z.B. Tau 378-408) zur Verhinderung der Ausbreitung der Tau-

Pathologie [124].

Bei folgenden therapeutischen Ansitzen konnten bislang noch keine vielversprechenden

Ergebnisse erzielt werden. Dies betrifft den Abbau von fehlgefaltetem Tau und NFTs, die

Inhibierung der Tau Expression und Inhibierung anderer post-translationaler Modifikationen

(Acetylierung, Verkiirzung von Tau, usw.) [8], [125].
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I11.4 Mitochondrien
I11.4.1 Die Atmungskette

Als Energiekraftwerke aller Zellen, auer der roten Blutkdrperchen, kommt den
Mitochondrien eine essentielle, lebensnotwendige Bedeutung im gesamten Organismus zu.
Sie sind verantwortlich fiir die Versorgung der Zellen mit ATP (Adenosintriphosphat),

welches innerhalb der Atmungskette gebildet wird.
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Abb. 9: Mitochondriale Atmungskette, nach [126]

Die Elektronen, die bei verschiedenen Stoffwechselprozessen (z.B. Zitratzyklus) entstehen,
werden durch die Atmungskette in verschiedenen Redoxschritten (Komplex 1-4) auf
Sauerstoff {ibertragen. In einer Knallgas-dhnlichen Reaktion entsteht dabei Wasser. Da diese
Reaktion auf direktem Weg sehr exotherm ist, ermoglichen die einzelnen Redoxkomplexe
eine schonende, schrittweise Elektroneniibertragung.

Auf dem Weg zum Sauerstoff wird ein Protonengradient zur inneren Mitochondrienmembran
aufgebaut. Dieser Gradient ermdglicht schlielich die Umwandlung von ATP aus ADP und
anorganischem Phosphat durch die ATP Synthase [126].

II1.4.2 Fission- und Fusion-Prozesse

Mitochondrien sind, neben ihrer Hauptaufgabe zur Energieversorgung, der endogene
Hauptlieferant der ROS. Hohe ROS-Spiegel wirken jedoch toxisch auf die Mitochondrien.

Die Regulierung der Gehalte der ROS unterliegt einem strengen Kontrollmechanismus.
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Mitochondrien sind sehr dynamisch und fithren kontinuierlich Fission (Teilungs)- und Fusion
(Vereinigungs)-Prozesse aus. Das Gleichgewicht beider Abléufe ist essentiell fiir die ROS-
Regulierung, die Energiebereitstellung sowie fiir die Transportfahigkeit der Mitochondrien
innerhalb der Zelle [127].

Mit fortschreitender Lebensdauer eines Mitochondriums kommt es vermehrt zu oxidativen
Schidigungen wie zu Mutationen der mitochondrialen DNA (mtDNA) und Fehlfunktionen
der Atmungskette. Diese fiihren zu einer verstdrkten Bildung der ROS. Um diese iibermifBige
ROS-Bildung zu unterbinden, werden defekte Mitochondrien durch Fission verkleinert. Dabei
konnen eventuelle noch funktionsfiahige Bereiche erhalten werden, indem ein gesundes und
ein geschiddigtes Mitochondrium gebildet wird. Der geschidigte Bereich wird somit
abgetrennt und durch mitochondriale Autophagozytose (Mitophagozytose) abgebaut [128],
[129]. Fission-Prozesse sind zusétzlich essentiell fiir den Transport der Mitochondrien in
bestimmte Zellkompartimente (z.B. bei Nervenzellen in die Dendriten und durch die Axone
zu den Synapsen). Zu gro3e Mitochondrien konnen diese Bereiche nicht erreichen [130].

Im Umkehrschluss sind Mitochondrien in der Lage bei hohem Energiebedarf, in
Stresssituationen die ATP-Produktion zu erhéhen indem sie verstéirkten Fusion-Prozessen

unterliegen [129].

@@iﬁ

Abb. 10: Dynamische Fusion- (a) und Fission-Prozesse (b) der Mitochondrien [131]

Fiir die mitochondriale Fusion sind verschiedene GTPasen verantwortlich: Mfn1l (Mitofusin
1), Mfn2 (Mitofusin 2) und Opal (optic atrophy 1). Die, auf der du3eren Membran
lokalisierten, Mitofusine benachbarter Mitochondrien dimerisieren und fithren somit zur
Fusion der duleren Membran. Die Fusion der inneren Membran erfolgt anschlieend durch

Opal, welches im Intermembranraum vorliegt [132].
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Die mitochondriale Teilung bzw. Fission wird durch zwei weitere GTPasen reguliert: Fisl
(Fission 1 Protein) und Drpl (auch Dlp1; dynamin-like/related Protein 1). Wéhrend Fisl
hauptsidchlich in der du3eren Membran der Mitochondrien lokalisiert ist, befindet sich der
Grof}teil von Drpl im Zytosol bis er fiir die Fission rekrutiert wird. Es wurde berichtet, dass
Drpl essentiell an der Ausbildung der mitochondrialen Form, GroBe, Verteilung sowie deren

Neugestaltung und Aufrechterhaltung beteiligt ist [133].

I11.4.3 Mitochondriale Dysfunktion bei Alzheimer

In den letzten Jahren wurden Veridnderungen der Mitochondrien unter anderem bei
Untersuchungen zur Entstehung von Morbus Alzheimer identifiziert. Dabei konnten
Storungen der mitochondrialen Dynamik (Fission- und Fusion-Prozesse), bei den
Transportprozessen der Mitochondrien und ein Funktionsverlust der Atmungskette
nachgewiesen werden [127], [133].

Um eine normale Funktion der Mitochondrien zu gewihrleisten, miissen diese eine intakte
Struktur aufweisen um den elektrochemischen Gradienten in der Atmungskette aufrecht zu
erhalten. Geschédigte Mitochondrien, die z.B. zerstorte Cristae oder eine teilweise oder
ganzheitlich zerstorte innere Struktur aufweisen, konnten in Neuronen der Hirnrinde und dem
Hippocampus sowie in peripheren Geweben von AD Patienten nachgewiesen werden [27].
AufBlerdem wurde bei diesen Patienten eine leichte Erhohung der gemittelten
MitochondriengroBe beschrieben, die mit einer Verringerung der Anzahl, vor allem in
Axonen, Dendriten und Nervenendigungen, einhergeht. Zusitzlich treten Abweichungen von
der mittleren, in gesunden Neuronen vorliegenden, Mitochondriengrofe durch die Bildung
sehr kleiner aber auch grofer, geschwollener Mitochondrien, auf [134], [135].

Ein weiterer Unterschied zwischen gleichaltrigen Kontrollpersonen und AD Patienten ist das
erhohte ROS (reactive oxigen species)-Level [136]. Normalerweise ist das Level sehr niedrig,
da die Bildung im Gleichgewicht zu ihrem Abbau durch Antioxidantien steht. Oxidativer
Stress beschreibt schlieBlich ein Ungleichgewicht dieser Vorgidnge. Die Generierung der ROS
erfolgt hauptsédchlich durch ein ,,Elektronenleck® in Komplex I und III der Atmungskette
[137]. Der Abbau der ROS erfolgt iiber antioxidative Vorginge, wie z. B. der Abbau von Oy’
durch Superoxiddismutasen (SOD) [137].

Neben der gestorten Funktion des Komplex I wurde auch eine verringerte Aktivitit des

Komplex IV bei AD Patienten festgestellt [136]. Ob diese Aktivitdtsverringerung direkt durch
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die Krankheit verursacht wird oder indirekt durch die hohen ROS-Level aus der Fehlfunktion
in Komplex I resultiert, ist bislang noch nicht genau belegt [136]. Zusitzlich fiihrt die erhohte
ROS-Bildung zur Freisetzung von Cytochrome ¢, wodurch apoptotische Vorginge ausgelost
werden konnen [138].

Im Zuge der Untersuchungen der mitochondrialen Dysfunktion bei AD, wurde auch ein
verringerter Energiestoffwechsel in Form eines verringerten Glucose-Metabolismus
festgestellt [139]. Die Aktivitét der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) und der a- Ketoglutarat-
Dehydrogenase (KGDH) ist herabgesetzt. Der gestorte Energiestoffwechsel fiihrt zur
Erhéhung von A und seinen schddigenden Einfliissen auf die Neuronen [140].

Durch all diese Veridnderungen kommt es zur mitochondrialen Dysfunktion, die eine
ausreichende Versorgung mit Energie in Form von ATP unméglich macht und dadurch zum

Untergang von Synapsen und Neuronen fiihrt.

I11.4.3.1 Gestorte Fission- und Fusion-Prozesse bei Alzheimer

Gesunde Neuronen sind stark polarisierte Zellen, welche vergleichsweise verldngerte
Mitochondrien im Bereich des Zellkorpers (Soma) und stirker fragmentierte Mitochondrien
in den Axonen aufweisen [135]. Diese Zellen bendtigen viel Energie in Form von ATP fiir
axonale Transportvorginge von Makromolekiilen und Zellorganellen (wie den Mitochondrien
selbst), sowie der Aufrechterhaltung von Ionengradienten und dem Membranpotential.
Weiterhin wird viel Energie benétigt, um den Transport und die Freisetzung der
Neurotransmitter zu bewerkstelligen [141].

Bei AD ist das Gleichgewicht zwischen Fission und Fusion gestort, was zu einer gestorten
Regulierung der ROS fiihrt (siehe Kapitel 111.4.2). Es werden verstérkt sehr kleine, aber auch
groBe geschwollene Mitochondrien gefunden. Diese Beobachtung konnte in postmortalen
Studien an AD Patienten bestitigt werden, da dort eine Erhohung der Fission-Proteine Drpl
und Fisl1, jedoch eine Reduktion der Fusion-Proteine Mfn 1/2 und Opal nachgewiesen
werden konnte [142]. Dies fiihrt zu einer Steigerung der Fission der Mitochondrien. Die so
erzeugten sehr kleinen Mitochondrien kénnen sich nicht gerichtet bewegen und gelangen
nicht mehr kontrolliert in die Regionen mit erhohtem ATP-Bedarf. Ebenfalls konnen sehr
kleine Mitochondrien keine funktionsfihige Atmungskette ausbilden, wodurch eine
ausreichende ATP-Versorgung nicht mehr zu Stande kommt, aber eine erhohte Erzeugung

von ROS stattfindet, welche die Mitochondrien weiter zusétzlich schiadigen.
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Obwohl eine erhohte Fission zu einer verstirkten Teilung der Mitochondrien fiihrt, wird in
den Axonen, Nervenendigungen und den Dendriten eine starke Verringerung der
Mitochondrienanzahl beobachtet. Der Grund dafiir ist, neben der ungerichteten Beweglichkeit
der sehr kleinen Mitochondrien, die gesteigerte Mitophagozytose, die durch die erhdhten
Gehalte an Drpl in Gang gesetzt wird (fission-mediated mitophagy) [143].

Erhohter oxidativer Stress, der aus bereits geschddigten Mitochondrien resultiert, wirkt sich
nachhaltig weiter auf die Mitochondrien-Dynamik aus. Essentielle Storungen der Fission- und
Fusion-Abliufe fithren zu einer mangelhaften Energieversorgung, einer gestorten lokalen
Verteilung der Mitochondrien in den Neuronen, synaptischen Schidigungen und zu einem

Absterben der Neuronen.

I11.4.3.2 Auswirkungen von AP auf die mitochondriale Funktion

Synapsen sind besonders empfindlich beziiglich der schidigenden Wirkung von Af. In
diesem Bereich der Nervenzelle befinden sich bei gesunden Zellen besonders viele
Mitochondrien um den hohen Energiebedarf zu gewihrleisten. Diese Mitochondrien sind
etwas kleiner sind als die Mitochondrien im Zellkorper (Soma) [135]. Der Grund dafiir ist,
dass die Biosynthese der Mitochondrien im Soma stattfindet. Fiir den axonalen Transport
diirfen die Mitochondrien jedoch nur eine bestimmte Grofe aufweisen, um bis zur Synapse zu
gelangen. Durch die negativen Auswirkungen von Af, genau in diesem Bereich der
Nervenzelle, werden besonders viele Mitochondrien geschédigt, was zu einem fiir AD
typischen Untergang der Synapsen fiihrt [28].

In verschiedenen, transgenen Mausmodellen konnten AB-Ablagerungen innerhalb der
Neuronen gefunden werden, bevor es zur Ausbildung der extrazelluldren AB-Plaques kommt
[144]. Dieses Verhalten konnte auch in Neuronen von AD Patienten nachgewiesen werden
[145].

Die Herkunft des intrazelluldren AP unterliegt verschiedenen vorgeschlagenen Mechanismen.
Zum einen konnte das intrazelluldre AP innerhalb der Zelle selbst gebildet werden, da sowohl
APP als auch B- und y-Sekretase innerhalb der Zelle gefunden wurden (z.B. an den
Membranen der Mitochondrien, dem trans-Golgi-Netzwerk, dem endoplasmatischen
Retikulum (ER), in Endosomen, Autophagosomen und Lysosomen) [146], [147]. Viele
Studien kommen jedoch zum Schluss, dass 16sliches extrazelluldres AB durch die

Zellmembran in das Innere der Zelle gelangt. Wahrend Aufnahmewege des A, zu dessen
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Abbau, wie die Phagozytose, Pinocytose und Endocytose fiir Gliazellen charakteristisch sind,
erfolgt die Aufnahme in Neuronen iiber Lipid Rafts und damit assoziierte Ap-bindende
Proteine wie Glutamat-Rezeptoren (z.B.: der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor),
Acetylcholin Rezeptoren (z.B.: der a7 nikotinische Acetylcholinrezeptor (a7nChR)) und
Apolipoproteine (z.B. ApoE4). Lipid Raft-assoziierte Proteine (auller der Apolipoproteine)
sind hauptséchlich in der synaptischen Membran lokalisiert [148]. Dies unterstiitzt die
Erkenntnis dass extrazelluldres AP42 vorzugsweise zu Schadigungen an den Synapsen fiihrt
[148], [27].

Das intrazelluldre AP gelangt anschlieBend iiber Translocasen, die sich auf der dufleren
mitochondrialen Membran befinden (translocase of the outer membrane, TOM), in die
Zellorganellen [149]. AB konnte sowohl in der inneren mitochondrialen Membran, sowie in
der Mitochondrien-Matrix von AD Patienten nachgewiesen werden [150]. Das intrazellulidre
AP fiihrt nachweislich zu einer verringerten Aktivitit des Komplex IV der Atmungskette und
somit zu einer verringerten ATP Produktion [136].

Die geschidigten Mitochondrien weisen ebenfalls Storungen der Ca2+—Regulation auf. Dabei
werden AP metabotrophe Glutamat-Rezeptoren aktiviert, welche zu den G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehoren. Es ergibt sich dadurch eine gesteigerte Aktivitidt der
Mitochondrien-assoziierten ER-Membran (MAM), welche zu einem verstiarkten Einstrom von
Ca”* aus dem ER in das Mitochondrium fiihrt [151].

Eine starke Erhohung der Ca®* Konzentrationen innerhalb der Mitochondrien fiihrt zur
Ausbildung von mitochondrialen Permeabilitédts-Transitions-Poren (mPTP), welche einen
raschen Ausstrom der iiberschiissigen Ca**-Ionen ermOglichen. Jedoch kommt es dadurch
auch zu einem unkontrollierten Einstrom von Fliissigkeit. Diese Fliissigkeit fiihrt zum oben
erwihnten Anschwellen der Mitochondrien und zur Zerstérung der inneren Struktur (Cristae)
bis hin zum Bersten der duBleren mitochondrialen Membran. Die Schiadigung der
Mitochondrien wird an einem Absinken des mitochondrialen Membranpotentials sichtbar.
Intrazelluldres A fordert die Ausbildung der mPTP durch Wechselwirkung mit einem zur

Ausbildung dieser Poren benotigten Kompartiments, dem Cyclophilin D (CypD) [151].

I11.4.3.3 Auswirkungen von Tau auf die mitochondriale Funktion

Die Beeinflussung der mitochondrialen Funktion durch hyperphosphoryliertes Tau ist bislang

deutlich weniger untersucht worden, als die Beeinflussung durch Ap.
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Die Verringerung der Mitochondrien in den Axonen, Nervenendigungen und Dendriten
resultiert neben der gesteigerten Mitophagozytose, zusitzlich aus gestdrten axonalen
Transportvorgingen. In gesunden Zellen stabilisiert Tau die Mikrotubili [152], [153]. Der
Transport der Mitochondrien erfolgt hauptsédchlich entlang der Mikrotubuli und ist neben den
Motorproteinen (Kinesin und Dynein) auch von den Ca**-bindenden GTPasen Miro und
Milton abhéngig [154]. Bei der Destabilisierung des Zytoskeletts durch NFTs kommt es zu
einer gestorten Ausbildung der Motorprotein-Komplexe zwischen den Mitochondrien und den
Mikrotubuli [105]. Untersuchungen haben gezeigt, dass reduzierte Gehalte an Miro- und/oder
Milton sowie ein Mangel an axonalen Mitochondrien zu einer verstirkten Phosphorylierung
des Tau fithren und somit die Destabilisierung der Mikrotubuli weiter begiinstigen konnen
[154]. Das Fusion-Protein Mfn2 interagiert scheinbar mit dem Miro-Protein des
Motorprotein-Komplexes. Mfn2-knockout Méuse zeigen eine deutliche Verschlechterung der
Transportprozesse [130]. Da bei AD der Gehalt an Mfn2 verringert ist (siehe 111.4.3.1) konnte
diese Interaktion einen Einfluss auf die fortschreitende Neurodegeneration haben.

Eine weitere mogliche Ursache fiir einen herabgesetzten Mitochondrientransport durch das
Vorliegen von NFTs konnte sein, dass eine Rekrutierung des Drpl aus dem Zytosol zum
Mitochondrium durch die Tangles unterbunden wird. Deswegen kommt es im Soma zu einer
reduzierten Fission und somit vergroBerten Mitochondrien [135]. Diese konnen aufgrund
ithrer GroBe nicht durch die Axone und in die Dendriten transportiert werden. Aufgrund der
herabgesetzten Fission werden die vergrolerten Mitochondrien im Soma ebenfalls langsamer
abgebaut [130]. Sie unterliegen somit einer ldngeren Zeitspanne, in der sie oxidativem Stress
ausgesetzt sind. Dies fiihrt zu Schidigungen, wie einem Funktionsverlust innerhalb der
Atemkette, Mutationen in Fission- und Fusionproteinen sowie in der mtDNA [130]. Eine tau-
vermittelte Reduzierung der Anzahl an Mitochondrien in Axonen, Dendriten und
Nervenendigungen konnte demnach zusétzlich und synergistisch zu den neurotoxischen

Wirkungen von AP zur Neurodegeneration bei Morbus Alzheimer fiihren.

I11.4.4 Therapieansiitze zur Verbesserung der mitochondrialen Dysfunktion

Antioxidative Therapien zur Verbesserung der mitochondrialen Dysfunktion und der daraus
resultierenden Neurodegeneration stellen einen wichtigen Zweig der AD Forschung und

anderer neurodegenerativer Krankheiten dar. Die Untersuchungen reichen dabei von Fischol
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(Omega-3-Fettsduren) iiber Vitamin E und anderen Naturstoffen, bis hin zu synthetischen
Antioxidantien wie MitoQQ und Dimebon.

Viele dieser moglichen Therapeutika zeigen in Zelltests eine verbesserte mitochondriale
Atmung, eine Verbesserung der synaptischen Plastizitit, eine Senkung inflammatorischer
Biomarker, eine Verbesserung der Ca®*-Homdostase und eine Privention der Ap induzierten
Toxizitédt. Viele dieser Substanzen befinden sich derzeit entweder in klinischen Studien oder
konnten bislang keine in vivo Effizienz zeigen [155].

Der vielversprechendste Kandidat dieser AD Therapieoption in klinischen Studien war
Dimebon. Dieses zeigte in Phase II Studien (randomisiert, doppelblind und Placebo-
kontrolliert) eine signifikante Verbesserung der kognitiven Veridnderungen nach 26 Wochen
und einer Dosis von 3 x 20 mg/Tag [156]. Leider konnten diese positiven Ergebnisse in Phase
III Studien nicht bestitigt werden. Diese Studien wurden jedoch anders konzipiert (andere
Dimebon-Formulierung, anderes Krankheitsstadium und ein deutlich hoheres
Durchschnittsalter der Patienten). Bei den Phase III Studien konnte auflerdem in der
Placebogruppe keine Verschlechterung der Symptome beobachtet werden, wodurch die
Auswertung der Effizienz von Dimebon zusitzlich erschwert ist [157]. Auch in Studien zu
anderen antioxidativen Wirkstoffen konnte gezeigt werden, dass nur ein friithzeitiger
Therapiebeginn zu signifikanten Wirkungen fiihrt [158]. Ob die negativen Resultate von
Dimebon in den Phase III Studien an mangelnder Wirksamkeit oder aus einem ungeeigneten
Studien-Design resultieren bleibt ungewiss [156].

Naturstoffe wie Curcumin, L-Carnitin und Resveratrol zeigten trotz vielversprechender
Ergebnisse in in vitro Tests, sowie in priaklinischen Tierstudien, maximal moderate
Wirkungen in klinischen Studien. Der Grund dafiir ist hauptsédchlich die schlechte
Bioverfiigbarkeit dieser Substanzen, aber auch zu kurze Behandlungsdauern und eine
Patientenauswahl mit zu weit fortgeschrittenen Krankheitsverldufen [159], [160]. Klinische
Studien zur Arzneipflanze Ginkgo biloba kommen zu keinen einheitlichen Ergebnissen.
Wihrend einige dieser Studien signifikante Verbesserungen der kognitiven Symptomatik
beschreiben, wird die Wirksamkeit in anderen Studien stark angezweifelt. Das Institut fiir
Qualitdt und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWIG) spricht sich jedoch seit 2008
fiir die Verschreibung des Ginkgo biloba-Extraktes EGb 76 1mit einer hohen Dosis von

240 mg/Tag in Deutschland aus [161].

Die bislang erzielte Wirksamkeit der Arzneistoffe zur Therapie der mitochondrialen
Dysfunktion scheint bislang nicht ausreichend zu sein, um eine effektive, alleinige

Therapieoption beziiglich AD darzustellen.
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VI Gerite, Chemikalien und Verbrauchsmaterial

V1.1 Gerite

Fiir die Quantifizierung von MH84 und MH163 wurde eine MicrOTOF-Q-TOF LC-MS
Anlage der Firma Bruker (Bremen, Deutschland) verwendet. Diese beinhaltete eine Agilent
1200 HPLC, die aus folgenden Teilen bestand: bindre Pumpe, Online-Vakuum-Degaser,
Autosampler, UV-Detektor mit variabler Wellenlédnge und einem Stickstoffgenerator
(UHPLCMS18). Das Massenspektrometer der LC-MS Anlage war ein MicrOTOF-QII der
Firma Bruker Daltronik.

Die Steuerung der Anlage erfolgte iiber die Software Compass 1.2 und micrOTOF-Q control,
wihrend die gemessenen Spektren anschlieBend mit der Software QuantAnalysis
ausgewertet und quantifiziert wurden. Die Berechnung und grafische Darstellung der

Ergebnisse erfolgte anschlieBend in Excel2007 von Microsoft.

V.1.1 MS-Detektion

Das verwendete MicrOTOF-QII Massenspektrometer verfligte tiber zwei verschiedene,
austauschbare Ionisierungméglichkeiten. Wihrend die ESI (electrospray ionization) nur
wihrend der Methodenentwicklung verwendet wurde, beinhalteten die endgiiltigen LC-MS-
Methoden die Verwendung einer APCI (atmospheric pressure chemical ionization)-Quelle zur
Ionisierung.

Beide Techniken finden unter Atmosphérendruck statt, sind relativ schonend und kénnen mit
geeigneten Parametern so verwendet werden, dass es nur zu einer geringen Fragmentierung
der Molekiilionen kommt.

Bei der ESI wird der Losungsmittelstrom, der den Analyten enthélt, von der HPLC durch eine
Kapillare geleitet. An der Spitze der Kapillare liegt eine Spannung an, welche durch das
Zusammenspiel mit der Gegenelektrode (Spray-Schild) zur Ausbildung eines elektrischen
Feldes fiihrt. An der Spitze der Kapillare kommt es aufgrund der anliegenden Spannung zu
einer Ansammlung gleichartiger Ladungen. Je nach der eingestellten Spannung kénnen
entweder positive oder negative Ladungen erzeugt werden. Bei optimalen Spray-Bedingungen
bildet sich ein Taylor-Kegel aus, der die Freisetzung eines feinen Fliissigkeitsstroms aus der
Kapillare ermoglicht. Durch die Vernebelung dieses Stromes durch ein neutrales Gas, dem

Nebuliser Gas (N;), kommt es zur Tropfchenbildung. Die geladenen Tropfchen bewegen sich
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im elektrischen Feld in Richtung der Gegenelektrode und werden durch das Verdampfen des
Losungsmittels immer kleiner bis sich die gewiinschten Ionen gebildet haben. Diese gelangen
anschlieBend durch eine Glaskapillare, die sich in der Mitte des Spray-Schild befindet, in den
Massenanalysator.

Bei der APClI-lonisierung gelangt der HPLC-Losungsmittelfluss ebenfalls durch eine
Kapillare in den Ionisator. Diese Kapillare ist beheizt und fiihrt mit Hilfe des Nebuliser Gases
(N») zur Verdampfung der Losung. Eine hohe Stromstirke, die an einer Corona-Nadel anliegt,
fiihrt zur Ladungsiibertragung auf die Losungsmittelmolekiile. Durch die weitere
Verdampfung des Losungsmittels durch das Trocknungsgas werden die Ladungen an den
Analyten abgeben, wodurch die gewiinschten Ionen entstehen. Das Spray-Schild dient, wie
bei der ESI-Ionisierung als Gegenelektrode und ermoglicht den Ionentransport in Richtung

der Glaskapillare, die den Einlass zum Massenanalysator darstellt.
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Abb. 11: Ubersicht iiber die Ionisierungsvorginge in der ESI- (links) und APCI-Quelle (rechts), nach [162]

Nach der Ionisierung gelangen die Ionen iiber ein Interface in den Massenanalysator. Das
verwendete Massenspektrometer kombiniert dabei verschiedene massenanalytische Einheiten.
Ein Hexapol, ein Quadrupol und ein Time-of-Flight (TOF) sind als Massenanalysatoren in
Reihe geschalten und fiihren zu einer sehr priazisen Massentrennung. Die Quadrupol-Einheit
besitzt eine Kollisionszelle, womit zusétzlich eine gewiinschte Fragmentierung mit
anschliefender Detektion von Tochterionen moglich ist. Diese MS/MS-Detektion wurde in
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht verwendet, da die unfragmentierten Molekiilionen mit

ausreichender Empfindlichkeit nachweisbar waren.
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Abb. 12: Schematischer Aufbau des verwendeten Massenspektrometers (Abb. nach Bruker)

V1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die LC-MS FlieBmittel Methanol und 0,1% Ameisensiure, tert.-Butylmethylether, Tris-
(hydoxymethyl)-Aminomethan (TRIS, > 99,9% ultra quality), Dimethylsulfoxid (DMSO),
sowie die Losungsmittel Aceton, Tetrahydrofuran (THF) und Acetonitril (ACN) wurden von
der Firma Roth, Karlsruhe bezogen. Polyethylenglycol 400 (PEG400) wurde bei Sigma-
Aldrich, Steinheim bestellt. Alle Chemikalien wiesen eine moglichst hohe Reinheit,
mindestens aber HPLC-Standard auf.

Das Wasser, welches zur Pufferherstellung und zur Herstellung des 50%igen Methanol
verwendet wurde, entstammt einem Wasseraufarbeitungs-System (ELGA, Purelab Ultra®).
Dieses Wasser wurde anschlieBend nochmals destilliert.

Die Extrelut®-Saulen fiir die Probenaufarbeitung waren bei Merck, Darmstadt verfiigbar. Die
PALL GHP Acrodisc Spritzenfilter (45um GHP Membran) lieferte Altmann Analytik
(Analytics shop.com).

Die verwendete chromatographische HPLC-Trennsidule (MultoHigh 100 RP 18-5u, 125 x 4

mm) wurde von CS Chromatographie Service, Langerwehe bezogen.
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V Analytische Methodenentwicklung und —Validierung fiir MH84

Nach Auswahl von MH84 als vielversprechendstes Pirinixinsdure-Derivat fiir die
Durchfithrung von préklinischen Tierstudien beziiglich Morbus Alzheimer war es notwendig
eine geeignete, besonders empfindliche Analytik-Methode zu entwickeln. Die Methode der
Wahl war eine LC-MS-Methode, da eine Massendetektion im Allgemeinen fiir viele
organische Molekiile deutlich hohere Empfindlichkeiten ermdglicht als die Verwendung einer
UV/VIS-Detektion. Dies konnte im Laufe der Methodenentwicklung bestitigt werden, da die
LC-MS Anlage iiber einen zusitzlichen UV/VIS-Detektor verfiigte und das dazugehorige
UV-Chromatogramm aufzeichnet. Die empfindlichste UV-Wellenlidnge wurde im Vorfeld an
einer Varian ProStar 210 HPLC-Anlage mit UV/VIS-Detektor bestimmt. Die Software dieser
Anlage erm0glicht es das UV-Absorptionsspektrum der untersuchten Substanz darzustellen.
Die so bestimmte empfindlichste Wellenldnge lag bei 258 nm und wurde fiir die
Referenzspektren der LC-MS Anlage tibernommen. Der oben beschriebene

Empfindlichkeitsvorteil ist in Abb.13 dargestellt.
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Abb. 13: Vergleich zwischen dem UV Chromatogramm und dem Chromatogramm der Massenspur von MH84
(m/z = 603.2) nach APCI-Parameteroptimierung, ¢ = 20 ng/mL; der Peak bei 5,5 min stammt von MH41 (UV -

Signal vom IS, Massenspur nicht eingeblendet)
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V.1 Entwicklung der HPLC-Trennmethode

Aufgrund des gewiinschten Einsatzes der LC-MS-Methode fiir die Auswertung biologischer
Proben wie Plasma- und Hirnproben aus Tierversuchen wurde die Trennmethode so
entwickelt, dass mogliche Matrix-Signale, die nach der Probenaufarbeitung zuriickbleiben
konnten, vom gewiinschten Substanz-Peak getrennt zu finden sind (Abb.13). Die MS-
Detektion wurde zu Beginn mit Hilfe einer ESI-Ionenquelle durchgefiihrt. Da die Substanz
aufgrund ihrer Struktur sehr lipophil ist, wurde zunéchst auf einer Standard-RP18 Siule
(Inertsil ODS-2 5 um (150 x 2.1 mm)) ein optimales Losungsmittelgemisch gesucht. Der
geringe Durchmesser der Siule ist besonders geeignet fiir die geringen
FlieBmittelgeschwindigkeiten (max. 0,5 mL/min), die bei der ESI-Detektion verwendet
werden.

Dabei wurden verschiedene Methanol/ Ameisensdure (0,1%) Gemische bei einer Flussrate
von 0,5 mL/min getestet, indem man von einem 95%igen Methanol-Anteil ausging und
diesen in kleinen Schritten verringerte. Bei einem Gemisch von 87% Methanol/ 13%
Ameisensiure (0,1%) ergab sich eine Retentionszeit fiir MH84 von 8 min. Eine Retentionszeit
zwischen 6 und 10 min ist wiinschenswert um die oben beschriebenen, verbleibenden
Matrixsignale abzutrennen und um ein Retentionsfenster fiir einen internen Standard (IS) zu
belassen.

Die Empfindlichkeit der ESI-Methode im negativ-Modus lag bei einem Injektionsvolumen
von 100 pL bei einem LOQ von 15 ng/mL und somit unwesentlich geringer als die
Empfindlichkeit des dazu gehdrigen UV-Chromatogramms mit einem LOQ von 20 ng/mL.
Eine Umstellung auf den positiv-Modus an der ESI-Quelle fiihrte zu einem nahezu
vollstandigen Verlust des Signals. Aufgrund der zu erwartenden sehr kleinen Konzentrationen
in den Hirnproben, musste die Empfindlichkeit weiter verbessert werden. Trotz optimierter
ESI-Einstellungen konnte dieses Ziel nicht erreicht werden. Aus diesem Grund wurde eine
APClI-Ionenquelle eingesetzt und auf eine Verbesserung beziiglich der Empfindlichkeit
untersucht. Die bislang eingesetzte Inertsil ODS-2 Saule konnte fiir diese Untersuchungen
nicht genutzt werden. Aufgrund des geringen Sdulendurchmessers kam es bei der
Verwendung der geforderten minimale Flussrate von 1 mL/min fiir die APCI-Detektion zu
einem zu hohen Druck (> 400 Bar) fiir die Anlage.

Darauthin wurde eine MulthoHigh 100 RP 18-5u (125 x 4 mm) Séule ausgewihlt und das

FlieBmittelgemisch bei einem Fluss von 1 mL/min erneut angepasst.
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Ein Gemisch von 89% Methanol/ 11% Ameisensiure (0,1%) lieferte eine vergleichbare
Retentionszeit des Analyten von 8,3 min. Da im weiteren Verlauf der Methodenentwicklung
nach einem internen Standard mit hoherer Retentionszeit als MH84 gesucht wurde (siehe
Kap. V.2), wurden 91% Methanol und 9% Ameisensaure (0,1%) verwendet um eine
Retentionszeit von 6 min zu erhalten. Dieses FlieBmittelgemisch wurde fiir die Testung von
verschiedenen Sdulen-Materialien beibehalten. Uberraschender Weise konnte bei der
Verwendung der APCI-Quelle eine hohere Empfindlichkeit im positiv-Modus im Vergleich
zum negativ-Modus erzielt werden, obwohl Molekiile mit Sduregruppen erfahrungsgemaif
bevorzugt mit einer negativen lonisierung detektierbar sind.

Um einen Einfluss verschiedener Sdulenmaterialien auf die Trennung und Empfindlichkeit
der Methode zu untersuchen, wurden vor allem andere C18-Sdulen wie Nucleodur 100-5 C18
ec (125 x 4 mm), LiChrospher 100 RP 18-5u EC (125 x 4 mm) und Multospher 120 RP 18
HP-5u (125 x 4 mm) aber auch eine C8-Siule (Lichrosphere 5y RP8, 125 x 4 mm)
untersucht.

Die zu Beginn getestete MulthoHigh 100 RP 18-5u column (125 x 4 mm) Séaule stellte sich
beziiglich des Retentionsverhaltens verglichen mit den Matrix-Signalen, der Peakform, der
Empfindlichkeit und dem erzeugten Druck auf das HPLC System am geeignetsten heraus. Der
sich dabei ergebende LOQ bei einem Injektionsvolumen von 100 pL lag bei 4 ng/mL. Um das
Injektionsvolumen fiir die Schonung der HPLC-Séule bei der Injektion von aufgearbeiteten
Matrix-Proben auf 50 uL zu verringern wurden die Parameter der APCI-Ionisierung optimiert

(siehe Kap. V.3).

V.2 Bestimmung eines internen Standards

V.2.1 Strukturell verschiedene Substanzen

Die Anforderung an einen internen Standard wurde im Vorfeld der Suche festgelegt. Die
Substanz sollte, wenn moglich, eine hohere Retentionszeit als MH84 bei der Verwendung der
entwickelten Methode aufweisen. Diese Anforderung wurde gestellt um eine moglichst hohe
Empfindlichkeit der Methode fiir MH84 zu realisieren. Bei der Elution des internen Standards
nach dem Analyten, kann dieser zu kleineren Retentionszeiten verschoben werden. Umso

frither der Analyt eluiert, desto hoher wird der erhaltene Peak und umso empfindlicher ist die
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Methode. Dies wird deutlich bei der Bestimmung der Nachweisgrenzen, da dort die Hohe des
Peaks ins Verhiltnis zur Hohe des Rauschens gesetzt wird.

Zunichst wurden verschiedene im Haus verfiigbare, kommerziell erhéltliche Substanzen auf
die Eignung als moglicher interner Standard untersucht. Diese Substanzen waren strukturell
verschieden zu MH84, aber wurden beziiglich ihrer lipophilen Eigenschaften ausgewéhlt,
wodurch dhnliche Retentionszeiten zu erwarten waren. Dabei handelte es sich um
Amitriptylin (1), Bamipin (2), Benzafibrat (3), Carbamazepin (4), Chlorpromazin (5),
Clotrimazol (6), Diphenhydramin (7), Levonorgestrel (8) und Spironolacton (9). Leider wies

keine dieser Substanzen eine annidhernd dhnliche Retentionszeit wie MH84 auf.
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Abb. 14: Kommerzielle Substanzen, die auf ihre Eignung als IS fiir die MH84-Methode untersucht wurden
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V.2.2 Strukturell dihnliche Substanzen

Um einen internen Standard zu finden, wurden anschlieBend die Pirinixinsdureester der
hausinternen Substanzbibliothek in Betracht gezogen. Diese wiesen eine deutlich hohere
Lipophilie als die entsprechenden Siuren auf. Ein Ester, der sehr dhnliche
chromatographische Eigenschaften aufwies war MH40. Die Retentionszeit des Esters lag bei
7,5 min bei einer Retentionszeit von MH84 von 6 min. Dieses Retentionsverhalten entsprach
den gewiinschten Vorgaben und fiihrte zunichst zur Auswahl der Substanz als interner
Standard der MH84-Methode.

Leider konnte MH40 nach der Aufarbeitung von matrixhaltigen Losungen nicht mehr im UV-
Chromatogramm sowie in dessen Massenspur nachgewiesen werden. Scheinbar kam es zu
einer Instabilitéit des Esters oder zu einer Absorption an der verwendeten Aufarbeitungs-
Festphase. MH40 war somit nicht fiir die Verwendung der entwickelten
Aufarbeitungsmethode (siehe Kap. V.4) geeignet und schied als Mdoglichkeit fiir einen
internen Standard aus.

Um die negativen Effekte der Ester zu umgehen, wurden verschiedene inaktive
Pirinixinsédurederivate untersucht. AusschlieBlich die Substanz MH49, welche zu Beginn der
Arbeit selbst als potentieller Kandidat fiir die Verwendung in Tierversuchen in Betracht
gezogen wurde (Kap. II.1), zeigte eine Retentionszeit groBBer der Retentionszeit von MH84.
Aufgrund der positiven in vitro Ergebnisse und die eventuelle Eignung fiir in vivo Studien
wurde MH49 nicht als interner Standard der MH84-Methode verwendet.

Anschlieend wurde nun nach einer Pirinixinsidure gesucht die moglichst nah vor dem MH84
Peak im Chromatogramm erscheint. Ein interner Standard aus der gleichen Substanzklasse
sollte sich auch wihrend der Probenaufarbeitung ein dhnliches Verhalten gewihrleisten.
Folgende Pirinixinsduren konnten bei der bisherigen Suche Retentionszeiten aufweisen, die
etwas kleiner waren als die Retentionszeit von MH84: LP105, MD84 und MH41.

Um zu gewihrleisten, dass der Peak des internen Standards von méglichen Matrixsignalen
getrennt wird, wurde das FlieBmittelgemisch wieder auf 89% Methanol/ 11% Ameisensédure
(0,1%) veriandert und somit die Retentionszeit von MH84 erneut auf 8,3 min verschoben. Eine
Verschiebung zu grofleren Retentionszeiten wurde nicht angestrebt um die Empfindlichkeit
fiir MH84 so groB3 wie moglich zu halten.

LP105 zeigte einen Peak bei 3,5 min im Chromatogramm und eluierte somit noch im Bereich
zu erwartender Matrixeinfliisse. Deshalb schied diese Substanz bei der Auswahl als interner

Standard aus.
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MD84 war nur in kleinen Mengen verfiigbar und eluierte bei 5,5 min. Eine moglichst dhnliche

chemische Struktur zwischen internem Standard und Analyten gewihrleistet auch ein

dhnliches Verhalten wihrend der Probenaufarbeitung und eine dhnliche Wiederfindung. Die

chemische Struktur von MD84 ist etwas verschieden zu der von MH84. Dadurch ist ein

dhnliches Verhalten wihrend der Probenaufarbeitung nicht zwingend gewéhrleistet.

Aus diesem Grund wurde gleichzeitig die Substanz MH41 untersucht. Es handelt sich hierbei

um die Sidure des zunichst als internen Standard verwendeten MH40 (Ester). Die

Retentionszeit lag ebenfalls bei 5,5 min im Vergleich zu den 8,3 min von MH84. Die

Substanz war in grofBerer Menge vorritig und auch als potentieller Wirkstoffkandidat durch

die Charakterisierung in zelluldren Testsystemen ausgeschlossen worden. Aufgrund der

deutlich hoheren chemischen Ahnlichkeit im Vergleich zu MD84 und seinem geeigneten

chromatograpfischen Verhalten wurde diese Substanz als interner Standard fiir die MH84-

Methode ausgewihlt.
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Abb. 15: Strukturell dhnliche Substanzen fiir die Testung als IS der MH84-Methode

41



V Analytische Methodenentwicklung und —Validierung fiir MH84

V.3 APCI- und MS-Parameteroptimierung

Die optimierbaren Parameter der APCI-lonisierung umfassen die Spannung an der Kapillare,
den anliegenden Strom an der Corona-Nadel, den Nebuliser-Gasfluss, den Gasfluss des
Trocknungsgases, die Trocknungstemperatur sowie die Verdampfungstemperatur. Bei
Verwendung folgender Parameter, konnte eine Empfindlichkeit mit einem LOQ von 4 ng/mL

bei einem Injektionsvolumen von 100 pL erreicht werden.

Tab. 3: Ausgangsparameter der APCI fiir die MH84-Methode

Capillary 4000 V
Corona 4000 nA
Nebuliser 2.0 Bar
Dry Gas 5,0 L/min
Dry Temp. 200°C
Vapor. Temp. 450°C

Um zu iiberpriifen, ob die deutlich htheren Stréme an der Corona-Nadel im negativ-Modus
zu einem Vorteil gegeniiber der positiv-Methode fithren, wurde bei 10000, 20000, 30000 nA
gemessen und mit den Ergebnissen der positiv Messung bei (+)4000 nA (Tab.3) verglichen.
Die Empfindlichkeit war ungefihr halb so grof als bei der vergleichenden Messung im
positiv-Modus. Deshalb wurde die Methode im positiv-Modus weiter optimiert.

Dabei wurde jeweils nur ein Parameter der Ausgangsparameter veridndert und am Ende alle

besten Einstellungen miteinander kombiniert.

Tab. 4: Optimierung der APCI-Parameter fiir die MH84 Analytik-Methode

Capillary 3000; 3500; 4000, 4500; 5000; 5500; 6000 V

Corona 2000; 2500; 3000; 3500; 4000; 4500; 5000; 5500; 6000;
6500; 7000; 7500; 8000; 8500; 9000; 9500; 10000 nA

Nebuliser 2:25:3:3,5:4;4,5;5;,6; 7; 8§ Bar

Dry Gas 4:5,6;7;8;9; 10 L/min

Dry Temp. 150; 175; 200; 225; 250; 275; 300°C

Vapor. Temp. 250; 275; 300; 325; 350; 375; 400; 425; 450; 470°C

Die Kombination aller optimierten Parameter fiihrte zu einer geringeren Intensitit im
Vergleich zur Ausgangsmethode. Deswegen wurden verschiedene Parameterkombinationen

42



V Analytische Methodenentwicklung und —Validierung fiir MH84

getestet und zusitzlich die Transfer-Parameter innerhalb des Massenspektrometers untersucht.
Diese waren die Einstellung der Ion-Energy am Quadrupol und die Parameter der
Kollisionszelle. Deshalb wurden die Parameter der lon-Energy am Quadrupol, die Collison-

Energy und die Collision RF weiter optimiert.

Tab. 5: Optimierte Einstellung des Massenspektrometers fiir die MH84-Methode

Ion Energy 1,5;2;2,5;3,3,5,4,4,5;,5,5,5,6eV
Collision Energy 6;6,5;7,7,5;8;8,5;9;9,5,10 eV
Collision RF 300; 350; 400; 450; 500; 550; 600 Vpp

Die Methode mit der optimalen Kombination aller Parameter wurde fiir die Verwendung der

Methodenvalidierung festgelegt (Tab.6).

Tab. 6: Zusammenfassung der optimierten APCI-MS-Parameter fiir MH84

Capillary 4500 V
Corona 6000 nA
Nebuliser 2.0 Bar
Dry Gas 5,0 L/min
Dry Temp. 200°C
Vapor. Temp. 400°C
Ion Energy 3,5eV
Collision Energy 8eV
Collision RF 350 Vpp

Die Empfindlichkeit der Methode in 50%igem Methanol lag bei einem LOQ von 0,75 ng/mL
und einem LOD von 0,22 ng/mL bei Verwendung eines Injektionsvolumens von 100 pL.
Leider musste beim Versuch der Methodenvalidierung festgestellt werden, dass diese
Methode keine reproduzierbaren Ergebnisse lieferte. Mehrere identische Injektionen fiihrten
zu bis zu 30%igen Abweichungen der Signale in der Massenspur von MH84. Die parallel
gemessenen UV-Signale wiesen keine Abweichung zwischen den Injektionen auf, wodurch
Probleme am Injektorsystem ausgeschlossen werden konnten.

Es wurde deshalb versucht mit der Verianderung der APCI-Einstellungen konstantere Spray-

Bedingungen zu erhalten um reproduzierbare Ionisierungsbedingungen zu schaffen.
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Dies wurde durch die Herabsetzung des Trockengas-Flusses von 5 L/min auf 3 L/min und

gleichzeitiger Erh6hung der Trocknungstemperatur von 200°C auf 350°C realisiert.

Tab. 7: Endgiiltige APCI-MS-Bedingungen zur Durchfithrung der Methodenvalidierung und zur Auswertung der

préklinischen Tierstudien von MH84

Capillary 4500 V
Corona 6000 nA
Nebuliser 2.0 Bar
Dry Gas 3,0 L/min
Dry Temp. 350°C
Vapor. Temp. 400°C
Ion Energy 3.5eV
Collision Energy 8eV
Collision RF 350 Vpp

Die Empfindlichkeit nach Verdnderung der Spray-Bedingungen lag im Bereich der vorher

optimierten APCI-Methode. Der LOQ lag bei 0,90 ng/mL und der LOD bei 0,27 ng/mL,
wenn ein Injektionsvolumen von 100 uL verwendet wurde. Die APCI-Bedingungen wurden
ausschlieBlich fiir die Empfindlichkeit von MH84 optimiert. Der interne Standard MH41
zeigte bei diesen Parametern ein deutlich schlechteres Empfindlichkeitsprofil (siehe Abb.16).
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Abb. 16: Empfindlichkeitsvorteil fiir MH84 im Vergleich zu MH41 (IS), beide Substanzen mit gleicher

Konzentration ¢ = 100 ng/mL in aufgearbeiteter Hirnmatrix (Injektionsvolumen: 100 uL)

Die Empfindlichkeit und Nachweisgrenzen bezogen auf die verschiedenen Matrices werden

im Kap. V.5.1, Tab.8 der Methodenvalidierung besprochen.
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V.4 Probenaufarbeitung aus biologischen Matrices
V.4.1 Hirnproben

Aufgrund des Mangels an entsprechenden Mengen an Miausehirn von unbehandelten Tieren
fiir die analytische Methodenvalidierung und die Erstellung der verwendeten
Kalibriergeraden, wurden 188,9 g Schweinehirn, die von einem regionalen Metzger bezogen
wurden, im Verhéltnis 1:10 mit TRIS-Puffer (5 mM, pH = 7,4) versetzt und fiir 3 Minuten bei
10000 rpm mit einem Ultra-Turrax homogenisiert. Das erhaltene Hirnhomogent wurde in
Portionen zu jeweils 50 mL bei -20°C eingefroren. Die Aquivalenz zwischen den
verwendeten Tierspezies wurde in einem Crossvalidierungs-Schritt als Bestandteil der
Methodenvalidierung (Kap. V.5.4) untersucht.

In vielen Untersuchungen zur Probenaufarbeitung aus biologischen Matrices wird die
Proteinfillung mit Hilfe von organischen Losungsmitteln und Zugabe von Siure
vorgenommen. Im Vorfeld der Anwendung einer solchen Methode bestand die Vermutung,
dass eine Zugabe von Siure zu einer Protonierung des Pyrimidinringes von MH84 fiihren
konnte und sich das chromatographische Verhalten der Substanz dadurch dndern konnte.
Dennoch wurde von einer solchen Vorschrift zur Proteinfillung ausgegangen.

Es wurden 400 pL Hirnhomogenat mit 100 uL HClone, 100 uLL einer MH84 haltigen Losung
(in 50%igem Methanol) sowie 100 uL einer Losung des internen Standards (c = 1 pg/mL in
50%igem Methanol) und 300 uLL Methanol in einem spitzkonischen Glasvial gemischt. Die so
erhaltene Mischung wurde fiir 10 min bei 5300 rpm in der Laborfuge zentrifugiert. Von
diesem Gesamtvolumen (1 mL) wurden 850 puL des Uberstandes auf ein Extrelut®
Festphasen-Rohrchen gegeben. Nach 15 min erfolgte die Fliissig-Fliissig-Extraktion an der
Festphase mit ca. 7 mL tert.-Butylmethylether. Das Eluat wurde in einem Heizblock bei 40°C
im Stickstoffstrom bis zur Trockne eingedampft und schlieBlich in 500 uL 50%igem
Methanol gelost. Dazu wurde der Riickstand zunéchst gevortext und anschlieend fiir 15 min
im Ultraschallbad behandelt. Die so erhaltene Losung wurde durch einen 45 pm Spritzenfilter
gefiltert und in einem fiir die LC-MS-Anlage geeigneten Vial mit Einsatz aufgefangen, aus
dem die Injektion in die Anlage erfolgte. Leider bestitigte sich die Vermutung der
Protonierung des Pyrimidinringes und es kam zu einer kompletten Verinderung des
Retentionsverhaltens des Analyten. Durch die Anwendung der entwickelten HPLC-Methode
konnte keine vergleichbare Retention von MH84 an der Umkehrphase ermdéglicht werden.

MHS84 wurde ohne Wechselwirkung mit dem Injektionspeak eluiert. Diese Veridnderung des
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chromatographischen Verhaltens konnte auf der Normalphase bestitigt werden, da dort die
protonierte Form des Analyten im Vergleich zur unprotonierten Form nicht durch das fiir
MHS84 geeignete Laufmittel (Hex/EE 3:1) von der Startlinie verdridngt werden konnte.

Zur Erhaltung des urspriinglichen Retentionsverhaltens wurden geringere HCl-
Konzentrationen, schwichere Siduren wie Essigsidure und ein nachtriglicher
Neutralisationsschritt untersucht. Keine der Verinderungen konnte das Retentionsverhalten
wiederherstellen oder ermoglichen. Der Versuch auf die Verwendung der Sdure ganz zu
verzichten und die Proteine ausschlieBlich durch einen hoheren Methanol-Anteil (400 uL
Hirnhomogenat und 3600 uL. Methanol) auszufillen ist aufgrund unvollstindiger
Proteinfillung, welche durch eine getriibte Losung nach der Probenaufarbeitung und nach
dem Filtrationsschritt auffiel, gescheitert. Auch das zusétzliche Anwenden von lingeren
Einwirkzeiten fiir das Methanol und eine zusétzliche Wirmebehandlung bei 80°C fiir 2 h im
Heizblock konnte keine vollstindige Proteinfidllung hervorrufen. Desweiteren wurden
verschiedene andere Elutionsmittel fiir die Fliissig-Fliissig-Extraktion ausprobiert. Ein
Umstieg auf Diethylether fiihrte dabei zu einer leichten Verbesserung der Triibung wihrend
eine Mischung aus THF/n-Hexan/EtAc/Isopropanol (16/16/16/1,5) aus einem anderen
Protokoll zur Hirnmatrix-Aufarbeitung [163] keinen Vorteil fiir die Aufarbeitung ergab.

Die Proteinfillung mit anderen Losungsmitteln, wie THF, ACN und Aceton wurde ebenfalls
untersucht. Dabei wurden jeweils 400 uL Hirnhomogenat mit 100 uL H,O, um einen
wissrigen Anteil von 50% 1m Gesamtvolumen zu erhalten und 500 pL der drei alternativen
Losungsmittel versetzt. THF fiihrte zu stark getriibten Losungen nach der Probenaufarbeitung
aufgrund einer unzureichenden Proteinfidllung. Sowohl die Verwendung von ACN als auch
Aceton resultierte unter den gleichen experimentellen Bedingungen in sehr klaren Losungen,
wihrend die Verwendung von Aceton jedoch bessere Reproduzierbarkeiten der
Wiederfindung von MH84 zeigte und schlieBlich fiir die Methode der Hirnaufarbeitung

verwendet wurde.

Die endgiiltige Zusammensetzung der Hirnhomogenat-Losungsmittel-Mischungen fiir die
Erstellung der Kalibriergeraden beinhaltete:

400 pL Hirnhomogenat + 100 uLL. MH84 Lésung (in MeOH/H,0 (50%)) + 100 uLL IS-Losung
(c =1 ug/mL in MeOH/H,0 (50%)) + 400 uL. Aceton zur Proteinfillung

Bei der Aufarbeitung der Proben aus den Tierstudien wurden ebenfalls 400 puL des

Hirnhomogenates mit 100 uL. 50%igem Methanol anstelle der MH84-haltigen Losung
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versetzt. Die Blankproben ohne IS enthielten, durch Ersatz des IS-Anteils, 200 pL 50%iges
Methanol.

Die Aufarbeitung dieser Hirnhomogenat-Losungsmittel-Mischung wurde wie oben
beschrieben mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion an der Festphase (Extrelut®) durchgefiihrt.
Eine Ubersicht zur Probenaufarbeitung ist in Abb.17 dargestellt.

Bei den nachfolgenden Versuchen zur Bestimmung der Wiederfindung kam es zu dem
Phinomen, dass nach der Aufarbeitung eine hohere Konzentration an MH84 gefunden wurde
als theoretisch bei 100%iger verlustfreier Aufarbeitung moglich wire. Es wurden teilweise
Wiederfindungen von 130-140% bestimmt. Als Ursache konnte der Zentrifugationsschritt vor
der Fliissig-Fliissig-Extraktion ausfindig gemacht werden. Die eingestellten Drehzahlen an
der Laborzentrifuge fiithrten dazu, dass der Wirkstoff sich aufgrund der hohen
Molekularmasse im Zusammenspiel mit dem ausgefillten Protein durch die Zentrifugalkraft
direkt oberhalb der Oberfliche es Pellets aufkonzentriert. Bei der Abnahme von 850 uL des
Gesamtvolumens von 1 mL des Uberstandes kam es zu einer Uberschreitung der
Wiederfindung iiber das theoretisch mogliche Ergebnis von 100%. Zur Behebung des
Problems wurde die Drehzahl auf 3000 rpm gesenkt. Dies entsprach einer Zentrifugalkraft
von 900 xg und fiihrte zu deutlich besser reproduzierbaren und theoretisch moglichen
Ergebnissen. Diese Zentrifugalkraft wurde ebenfalls bei der spiteren Gewinnung des Plasmas

aus den Tierstudien angewendet.

V.4.2 Plasmaproben

Ausgehend von dem neu entwickelten Aufarbeitungsprotokoll fiir die Hirnproben wurde eine
dhnliche Methode fiir die Aufarbeitung von Plasmaproben entwickelt.

Ausgehend vom geringen Plasmavolumen, welches bei Tierstudien an Miusen zu erwarten ist
wurde ein verwendetes Plasmavolumen von 30 pL fiir die Probenaufarbeitung festgelegt.
Dieses Volumen erlaubt eine eventuell notwendige Doppelbestimmung aus den Tierproben.
Da der wissrige Anteil in Form des Homogenates bei der Hirnaufarbeitung bei 400 uL lag,
wurden 370 uL H,O zu den 30 pL Plasma hinzugegeben. Wie oben beschrieben erfolgte die
Zugabe von MH84 und dem IS bei den Kalibriergeraden durch jeweils 100 pL einer Losung

in 50%igem Methanol. Fiir die Proteinfallung wurden ebenfalls 400 uL. Aceton verwendet.
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Die endgiiltige Zusammensetzung der Plasma-Losungsmittel-Mischung fiir die Erstellung der
Kalibriergeraden beinhaltete:

30 uL Plasma + 370 pL H,O + 100 uL MH84 Losung (in MeOH/H,0 (50%)) + 100 pL IS-
Losung (¢ = 1 pg/mL in MeOH/H,0 (50%)) + 400 uL Aceton zur Proteinfillung

Bei der Vermessung der Proben aus den Tierstudien wurde der Anteil der MH84-haltigen
Losung durch 100 uL 50%iges Methanol ersetzt. Bei den Blankproben wurden 200 uLL
50%iges Methanol verwendet um den MH84- und IS-Anteil auszugleichen.

Aufgrund des geringen Plasmavolumens bezogen auf das Gesamtvolumen der Plasma-
Losungsmittel-Mischung, ergab sich nur eine geringe Triibung vor Filtration der Losung.
Dadurch konnte auf einen Zentrifugationsschritt im Anschluss an die Proteinfédllung verzichtet
werden. Es wurden 850 pL der Mischung direkt auf die Extrelut®-Siulen fiir die Fliissig-
Fliissig-Extraktion gegeben. Nach 15 min wurden ca. 7 mL tert.-Butylmethylether auf die
Saulen gegeben. Die aufgefangene Ether-Losung wurde im Heizblock bei 40°C im
Stickstoffstrom bis zur Trockne eingedampft und anschlieend in 500 uL 50%igem Methanol
gelost. Dabei wurde der Riickstand zunichst gevortext und anschliefend fiir 15 min im
Ultraschallbad behandelt. Nach der Filtration durch einen 45 pm Spritzenfilter, wurde die
Losung in einem fiir die LC-MS-Anlage geeigneten Vial mit Einsatz aufgefangen, aus dem

die Injektion in die LC/MS-Anlage erfolgte.

7 mL tert-Butylmethylether
[
850 pL. JL
S,
B
TNy
. ¢ )
— ) o 1
= 500 nL. MeOH
o 50%
]
13
i
) | LC-MS
Ultraschall
i 50/100
& Filtration ik
1 mL Matrix — -] Vial
Losungsmittel —
N
Mischung 40°C
e —

Abb. 17: Ablaufschema der Probenaufarbeitung von MH84 aus Plasma und Hirnhomogenat
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V.5 Methodenvalidierung von MH84

Die Validierung wurde nach der Guideline ,,Bioanalytical method validation, revision 1
(September 2013) der FDA durchgefiihrt[5].

Diese Vorschrift beinhaltet sowohl grundlegende Forderungen an die analytisch untersuchte
Substanz beziiglich ihrer Stabilitit bei Zimmertemperatur, nach Einfriervorgiingen und der
Langzeitstabilitit von Stammldsungen und in biologischen Proben, sowie an die
Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der der analytischen Methode. Durch eine Erfiillung
dieser Forderungen, innerhalb eines geeigneten zeitlich relevanten analytischen Zeitraums,

qualifiziert sich die Methode zur Analyse von biologischen Proben.

V.5.1 Selektivitit, Linearitit und Nachweisgrenzen von MH84 in den Matrices

Der Vorteil bei der Verwendung einer massenspektrometrischen Detektion fiir die entwickelte
LC-Methode ist die resultierende Selektivitit, die sich durch die Aufzeichnung und
Auswertung der spezifischen Massenspur ergibt. In entsprechenden Blank-Proben des
Plasmas und des Hirnhomogenates ohne MH84 und IS konnten keinerlei storende Signale auf
diesen Massenspuren nachgewiesen werden. Das bedeutet, dass die aufgezeichneten
Chromatogramme ausschlieBlich Verdnderungen des Signals des Analyten und des IS
darstellen.

Fiir MH84 und MH41 (IS) wurden die Massenspuren der Molekiilmassen verwendet. Durch
den angewendeten positiv-Modus der APCI-Quelle ergaben sich die Massenspuren fiir MH84
mit m/z = 603,2 und fiir MH41 m/z = 439,2. Die Verwendung dieser Massenspuren stellt die
Selektivitdt der LC-MS-Methode fiir MH84 und seinen internen Standard MH41 sicher.

Das geforderte Kriterium einer moglichst einfachen mathematischen Korrelation zwischen
Analysensignal und Konzentration, konnte zunéchst wihrend der Methodenentwicklung nicht
realisiert werden. Anstelle von linearen Abhingigkeiten, zeigten sich quadratische

Verhiltnisse bei der Erstellung der Kalibrierfunktionen (Abb. 18).
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Abb. 18: Quadratische Kalibrierfunktion zu Beginn der Methodenentwicklung fiir MH84

Dieses Verhalten konnte durch eine eventuelle Verstirkung der lonenbildung (Ion-
Enhancement) bei der MS-Detektion mit zunehmender Konzentration erklart werden. Warum
es zu diesem Verhalten bei der verwendeten Anlage kam, konnte nicht geklért werden.

Durch mehrfaches Reinigen der Ionenquelle, des Hexapols und der Funnels sowie der
Reinigung des Quadrupols und der Umstellung auf die stabileren Spray-Bedingungen (Kap.
V.3) konnte eine leichte Verbesserung festgestellt werden. Diese Verbesserung konnte aber
nur genutzt werden wenn einzelne Kalibrierpunkte fiir die Erstellung der Kalibriergerade
ausgeschlossen wurden (hier z.B. 75, 125, 150 und 175 ng/mL, Abb.19) um einen

Korrelationskoeffizienten von R?> 0,9 zu erhalten.
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Abb. 19: Leichte Verbesserung der Linearitét der Kalibrierfunktion von MH84

Um die Proben aus den Tierversuchen und die Qualitdtskontroll-Proben (QCs) bei der
Methodenvalidierung einwandfrei quantifizieren zu konnen, muss der Korrelationsquotient
jedoch hoher sein (R*> 0,99) und der gesamte Kalibrierbereich abgedeckt sein, da sonst die
maximal erlaubte Schwankung der FDA von 15% leicht tiberschritten werden kann. Aus

diesem Grund wurde der Messbereich zwischen 2 und 250 ng/mL in zwei Kalibriergeraden
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aufgeteilt um Korrelationsquotienten von jeweils > 0,99 zu erreichen. Die daraus
resultierenden linearen Bereiche lagen zwischen 2 und 25 ng/mL und zwischen 20 und

250 ng/mL.
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Abb. 20: Optimierte Kalibriergeraden aus der entsprechenden Matrix; links: 2 — 25 ng/mL im Hirnhomogenat,
rechts: 20 — 250 ng/mL im Plasma

Kleine Konzentrationen der QCs und in Tierproben wurden somit mit einer anderen
Kalibriergerade ausgewertet als hohe Konzentrationen. Die Bestimmung der Prézision und
Richtigkeit (Kap. V.5.3) zeigt die Konformitit dieses Vorgehens beziiglich der realisierten

Validierungsergebnisse.

Die Auswertung des QCs mit der Konzentration von 5 ng/mL aus Hirnhomogenat, sowie der
Kalibrierpunkte zwischen 2 und 10 ng/mL wurde zur Bestimmung der Nachweisgrenzen fiir
die jeweilige Matrix verwendet. Dazu wurde das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis der nach dem
,.Glitten“ (Smoothing) durch das Programm QuantAnalysis® erhaltenen, Chromatogramme
der MH84-Massenspuren bestimmt. Der LOQ beschreibt dabei das 10-fache Verhiltnis
zwischen Signal zu Rauschen, wihrend der LOD als dreifaches Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
definiert wird. Nach der Bestimmung der Einzelwerte wurden diese auf die Konzentration pro

Milliliter Plasma bzw. pro Gramm Hirngewebe umgerechnet.

Tab. 8: Nachweisgrenzen fiir MH84 aus Plasma und Hirnhomogenat; links: LOQ, rechts: LOD; abs. = absolut in

der Messlosung enthaltene Menge nach der Aufarbeitung, Hochrechnung pro mL Plasma und g Hirn

LOQ abs. [ng/mL] | LOQ [ng/mL Plasma] | LOD abs. [ng/mL] | LOD [ng/mL Plasma]
oder [ng/g Hirn] oder [ng/g Hirn]
Plasma | 1,44 48,00 0,43 14,33
Hirn 0,76 20,90 0,23 6,33
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V.5.2 Stabilitiit

V.5.2.1 Stabilitiat von MH84 bei Raumtemperatur (25°C)

Zunichst wurde im Rahmen der Methodenvalidierung die Stabilitdt von MH84 in 50%igem

Methanol untersucht. In diesem Losungsmittel werden die Proben nach der Aufarbeitung der

entsprechenden Matrix aufgenommen, sodass die Stabilitét in diesem Medium von

erheblicher Bedeutung ist. Es wurden pro Zeitpunkt jeweils 50 uL aus je 2 Vials pro

Konzentration in die LC-MS injiziert.

Tab. 9: Stabilitit von MH84 in 50%igem Methanol (c = 5, 100, 200 ng/mL) nach 24 und 48 h

5 ng/mL Konz. % 100 ng/mL Konz. % 200 ng/mL Konz. %
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
t=0 4,90 98,02 t=0 96,77 96,77 t=0 197,40 98,70
t=0 5,06 | 101,15 t=0 97,65 97,65 t=0 199,49 99,75
t=24h 5,09 | 101,85 t=24h 92,57 | 92,57 t=24h 197,79 98,90
t=24h 4,32 86,49 t=24h 95,16 | 95,16 t=24h 196,80 98,40
t=48 h 5,73 | 114,52 t=48 h 95,17 95,17 t=48 h 195,30 97,65
t=48 h 4,71 94,21 t=48 h 97,46 | 97,46 t=48 h 200,12 | 100,06
MW [ng/mL] 4,97 MW [ng/mL] 95,80 MW [ng/mL] 197,82
SD [ng/mL] 0,47 SD [ng/mL] 1,92 SD [ng/mL] 1,77
RSD [%] 9,37 RSD [%] 2,00 RSD [%] 0,89

Es konnte keine Instabilitédt der drei Konzentrationen in 50%igem Methanol festgestellt
werden. Die kurzfristige Stabilitdt von MH84 in 50%igem Methanol konnte somit bestitigt

werden.

Zusitzlich wurde die Stabilitat der MH84 Stammlosung in DMSO (¢ = 250 pg/mL), die nach

dem Einwiegen der Substanz hergestellt wurde, bei Raumtemperatur untersucht. Da bei der

Methodenentwicklung bislang keinerlei Instabilitdten auffillig waren, wurde zunichst ein

Zeitraum von einem Monat zur Stabilitdtsbestimmung ausgewdhlt. Diese Untersuchung dient

dazu eventuelle Konzentrationsabweichungen nach lingerer Verwendung der Stammldsung

ausschlieen zu konnen.

Diese Untersuchung wurde mit einem Injektionsvolumen von 50 pL durchgefiihrt. Als

kleinste Konzentration diente 20 ng/mL.

Nach einem Monat konnten bei der Herstellung der festgelegten QCs (20, 100 und

200 ng/mL) Ergebnisse zwischen 97,15 und 108,22 % der gewiinschten Konzentration

erhalten werden. Dies liegt im Schwankungsbereich der analytischen Methode (Kap. V.5.3).
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Aufgrund der bestitigten Stabilitdt einen Monat nach Herstellung der Stammldsung wurde auf

Untersuchungen zu kleineren Zeitrdumen verzichtet und die Untersuchung stattdessen analog

mit einer zwei Monate alten Stammlosung wiederholt. Die bestimmten Gehalte der QCs lagen

dabei zwischen 93,89 und 106,02%. Die Stabilitéit dieser Stammlosung konnte somit auch

nach zwei Monaten bestitigt werden.

Tab. 10: Stabilitdt der DMSO-Stammlésungen von MH84 (¢ = 250 pg/mL) fiir 1 und 2 Monate

1 Monat
20 ng/mL Konz. % 100 ng/mL Konz. % 200 ng/mL Konz. %
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 21,64 | 108.22 1 97,15 97,15 1 209,22 | 104,61
2 21,55 | 107.76 2 100,21 | 100,21 2 208,74 | 104,37
3 19,85 99.26 3 104,93 [ 104,93 3 205,12 | 102,56
MW 21,02 MW 100,76 MW 207,69
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
SD [ng/mL] 1,01 SD [ng/mL] 3,92 SD [ng/mL] 2,24
RSD [%] 4,80 RSD [%] 3,89 RSD [%] 1,08
2 Monate
20 ng/mL Konz. % 100 ng/mL Konz. ¥/ 200 ng/mL Konz. %0
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 20,36 | 101,79 1 95,56 95,56 1 197.85 98.92
2 21,20 | 106,02 2 93,89 93,89 2 204.67 | 102.34
3 19,05 95,27 3 98,78 98,78 3 202.57 | 101.28
MW 20,21 MW 96,08 MW 201,69
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
SD [ng/mL] 1,08 SD [ng/mL] 2,48 SD [ng/mL] 3,50
RSD [%] 5,42 RSD [%] 2,58 RSD [%] 1,73
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V.5.2.2 Stabilitiit der aufgearbeiteten Matrix-QCs im Autosampler

Um eine verlissliche Quantifizierung aufgearbeiteter Plasma- und Hirnproben zu
gewihrleisten, war es notig die Stabilitit dieser Proben iiber einem Zeitraum von 48 h nach
der Aufarbeitung zu untersuchen. Innerhalb dieses Zeitraums sollte es moglich sein spéitere
Proben aus Tierstudien zu messen ohne in zeitliche Bedringnis zu kommen. Es wurden
wiederum 3 Proben pro QC im Plasma und Hirngewebe durch Spiken der Wirkstofflosung zu
Leermatrix hergestellt (Kap. V.4) und ihre Konzentration direkt nach der Aufarbeitung und
nach 48 h bestimmt. Diese Bestimmung der Startkonzentration wurde zu Beginn der
Methodenvalidierung durchgefiihrt um mogliche Fehlerquellen bei der Probenaufarbeitung zu
erkennen. Bei der Untersuchung der Langzeitstabilitidt (Kap. V.5.2.3) und den Proben nach
mehreren Einfrierzyklen (Kap. V.5.2.4) wurde darauf verzichtet, da sich die
Aufarbeitungsmethoden der Matrixproben als zuverlédssig bewihrt haben.

Die Stabilitit der aufgearbeiteten Plasmaproben wurde fiir jeweils drei Wiederholungen bei

den Konzentrationen 20 ng/mL, 100 ng/mL und 200 ng/mL durchgefiihrt.

Die Stabilitit der Einzelproben lag zwischen 92,11 und 106,15% und entsprach der

Schwankungsbreite der bislang durchgefiihrten Bestimmungen ohne Matrix-Verwendung.

Tab. 11: Stabilitit der QCs nach Aufarbeitung von MH84 aus Plasma (c = 20, 100, 200 ng/mL)

20 ng/mL Konz. [ng/mL]t=0 | Konz. [ng/mL]t=48 h % nach 48 h Stabilitiit [ %]
1 17,99 16,57 92,11
2 20,42 19,39 94,96
3 17,91 18,54 103,52
MW [ng/mL] 18,77 18,17 96,77
SD [ng/mL] 1,43 1,45
RSD [%] 7,60 7,96
100 ng/mL Konz. [ng/mL]t=0 | Konz. [ng/mL]t=48h | % nach48h Stabilitiit [ %]
1 104,93 101,68 96,90
2 98,65 98,59 99,94
3 101,12 94,55 93,50
MW [ng/mL] 101,57 98,27 96,76
SD [ng/mL] 3,16 3,58
RSD [%] 3,11 3,64
200 ng/mL Konz. [ng/mL]t=0 | Konz. [ng/mL]t=48h % nach 48 h Stabilitit [ %]
1 180,67 191,79 106,15
2 189,39 182,32 96,27
3 216,84 214,14 98,75
MW [ng/mL] 195,63 196,08 100,23
SD [ng/mL] 18,88 16,34
RSD [%] 9,65 8,33
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Fiir die aufgearbeiteten Hirnproben wurden ebenfalls jeweils drei QCs der Konzentrationen
5 ng/mL, 20 ng/mL und 100 ng/mL hergestellt und die Konzentrationen nach 48 h Stunden
mit den Startkonzentrationen verglichen.

Die erhaltenen Gehalte der Einzelbestimmungen lagen zwischen 95,39 und 106,28% von der
zuvor gemessenen Startkonzentration.

Es konnten weder bei den Plasma- oder Hirnproben-QCs Instabilitidten 48h nach der
Aufarbeitung bestimmt werden, die die Schwankungsbreite der Analysenmethode

uberschreiten.

Tab. 12: Stabilitdt der QCs nach Aufarbeitung von MH84 aus Hirnhomogenat (c = 5, 20, 100 ng/mL)

5 ng/mL Konz. [ng/mL]t=0 | Konz. [ng/mL]t=48h | % nach48h Stabilitiit [ %]
1 5,14 5,23 101,87
2 5,30 5,27 99,42
3 5,06 4,88 96,16
MW [ng/mL] 5,17 5,13 99,23
SD [ng/mL] 0,12 0,21
RSD [%] 2,32 4,18
20 ng/mL Konz. [ng/mL] t=0 | Konz. [ng/mL]t=48 h % nach 48 h Stabilitiit [ %]
1 18,80 19,95 106,28
2 21,14 20,75 98,12
3 21,97 20,98 95,39
MW [ng/mL] 20,64 20,56 99,63
SD [ng/mL] 1,65 0,54
RSD [%] 7,98 2,62
100 ng/mL Konz. [ng/mL]t=0 | Konz. [ng/mL]t=48h % nach 48 h Stabilitiit [ %]
1 104,48 101,34 97,22
2 106,42 108,71 102,00
3 111,98 110,36 98,65
MW [ng/mL] 107,62 106,81 99,24
SD [ng/mL] 3,89 4,80
RSD [%] 3,62 4,50

V.5.2.3 Langzeitstabilitit der Matrix-QCs

Um den Zeitraum zwischen Probennahme und Probenanalyse beziiglich der Stabilitit von

MH&84 zu iiberpriifen, wurde im Rahmen der Methodenvalidierung entsprechend der

Forderungen der Guideline der FDA die Langzeitstabilitit eingefrorener QC-Proben

untersucht. Dazu wurde eine gro3ere Menge an Leermatrix mit der fiir die jeweilige

Konzentration benotigter Menge an MH84 in einem moglichst kleinen Volumen in DMSO




V Analytische Methodenentwicklung und —Validierung fiir MH84

versetzt. Auf einen Zusatz Methanol-haltiger Aliquots wurde verzichtet, um eine dadurch

verursachte, eventuelle Proteinfillung zu vermeiden und eine reale Probe hinreichend

nachzuempfinden. Die so erhaltenen Matrix-Wirkstoffmischungen wurden fiir 3 Monate bei -

20°C eingefroren und einmalig zur Analyse aufgetaut. Pro Konzentration wurden 3 Proben
unter Beriicksichtigung des DMSO-Anteils aufgearbeitet und analysiert.
Die Stabilitit beziiglich aller QCs der Plasmaldsungen betrug zwischen 94,84 und 104,39%

und entsprach der Genauigkeit der Methode mit und ohne Matrix-Verwendung aus frischen

Losungen.

Tab. 13: Ergebnisse der Langzeitstabilitit fiir MH84 aus dem Plasma (c = 20, 100, 200 ng/mL)

20 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Monate | % von cgy Stabilitit [ %]
1 20,16 100,82
2 20,20 100,99
3 20,56 102,81
MW [ng/mL] 20,31 101,54
SD [ng/mL] 0,22
RSD [%] 1,09
100 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Monate | % von ¢y Stabilitit [ %]
1 102,80 102,80
2 95,79 95,79
3 104,39 104,39
MW [ng/mL] 100,99 100,99
SD [ng/mL] 4,57
RSD [%] 4,53
200 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Monate | % von cgy Stabilitit [ %]
1 207,71 103,86
2 204,85 102,43
3 189,67 94,84
MW [ng/mL] 200,75 100,37
SD [ng/mL] 9,70
RSD [%] 4,83

Bei den Hirn-QCs lagen die Ergebnisse zwischen 94,58 und 105,88%. Eine etwas groflere

Abweichung bei QC 2 mit ¢ = 20 ng/mL mit 87,08% lag dennoch im Rahmen der Forderung

der Validierungsvorschrift. Somit konnte die Langzeitstabilitit fiir MH84 auch in

Hirngewebsproben bestitigt werden.
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Tab. 14: Ergebnisse der Langzeitstabilitit fiir MH84 aus dem Hirnhomogenat (c = 5, 20, 100 ng/mL)

5 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Monate | % von cgy Stabilitit [ %]
1 4,99 99,75
2 4,73 94,58
3 4,83 96,61
MW [ng/mL] 4,85 96,98
SD [ng/mL] 0,13
RSD [%] 2,69
20 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Monate | % von ¢,y Stabilitéit [ %]
1 20,92 104,60
2 17,42 87,08
3 21,18 105,88
MW [ng/mL] 19,84 99,19
SD [ng/mL] 2,10
RSD [%] 10,59
100 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Monate | % von cgy Stabilitit [ %]
1 99,00 99,00
2 105,46 105,46
3 100,03 100,03
MW [ng/mL] 101,50 101,50
SD [ng/mL] 3,47
RSD [%] 3,42

V.5.2.4 Auftaustabilitiit der Matrix-QCs

Laut FDA Guideline ist es zusétzlich notwendig einen Analyten darauthin zu tiberpriifen, ob
er sich auch nach mehrfachen Einfrieren und Auftauen in den untersuchten Matrices stabil
verhilt. Diese Untersuchung gewihrleistet eine eventuell notwendige, einwandfreie
Mehrfach-Quantifizierung der bioanalytischen Proben, fiir die gezwungener Maflen mehrere
Auftauprozesse notwendig sind.

Den entsprechenden Leer-Matrices wurden wie bei der Bestimmung der Langzeitstabilitit
geringe Mengen an DMSO-Losungen zugesetzt, die MH84 in der gewiinschten Menge
enthielten und die so erhaltenen Matrix-Wirkstofflosungen bei -20°C eingefroren.
Anschlieend wurden diese Losungen weitere zweimal eingefroren um sie nach dem dritten
Auftauvorgang zu analysieren. Dazu wurden wiederum 3 Wiederholungen pro QC
aufgearbeitet.

Fiir die analysierten Plasma-QCs ergaben sich Einzelgehalte zwischen 89,17 und 111,27%.
Diese Abweichungen lagen im Rahmen der von der FDA geforderten Ergebnisse (max. 15%

Abweichung) und zeigten keine Instabilitit bei allen drei untersuchten QC-Konzentrationen.
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Tab. 15: Ergebnisse der Auftaustabilitit von MH84 aus dem Plasma (c = 20, 100, 200 ng/mL)

20 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Zyklen % von Cgy Stabilitit [ %]
1 18,65 93,25
2 20,31 101,53
3 22,25 111,27
MW [ng/mL] 20,40 102,02
SD [ng/mL] 1,80
RSD [%] 8,84
100 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Zyklen %0 von Cgqy Stabilitéit [ %]
1 98,24 98,24
2 95,43 95,43
3 90,74 90,74
MW [ng/mL] 94,80 94,80
SD [ng/mL] 3,79
RSD [%] 4,00
200 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Zyklen % von Cgo Stabilitit [ %]
1 178,35 89.17
2 211,71 105.86
3 207,66 103.83
MW [ng/mL] 199,24 99,62
SD [ng/mL] 18,21
RSD [%] 9,14

Fiir die QC-Proben der Hirnmatrix konnten Einzelwerte zwischen 90,00 und 107,02% der
gewiinschten Konzentration bestimmt werden. Somit lag auch bei dieser Untersuchung kein

Hinweis fiir eine Instabilitét beziiglich der Einfrier-Auftau-Zyklen vor.

Tab. 16: Ergebnisse der Auftaustabilitit von MH84 aus dem Hirnhomogenat (c = 5, 20, 100 ng/mL)

5 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Zyklen % von Cgy Stabilitit [ %]
1 4,98 99,70
2 4,82 96,37
3 4,94 98,80
MW [ng/mL] 491 98,29
SD [ng/mL] 0,09
RSD [%] 1,75
20 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Zyklen % von Cgo Stabilitit [ %]
1 19,18 95,88
2 19,43 97,14
3 18,00 90,00
MW [ng/mL] 18,87 94,34
SD [ng/mL] 0,76
RSD [%] 4,04
100 ng/mL Konz. [ng/mL] 3 Zyklen %0 von Cg Stabilitit [ %]
1 106,25 106,25
2 107,02 107,02
3 95,85 95,85
MW [ng/mL] 103,04 103,04
SD [ng/mL] 6,24
RSD [%] 6,05
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V.5.2.5 Ubersicht iiber alle Stabilititspriifungen

Tab. 17: Ubersicht der Untersuchungen zur Stabilitit von MH84

DMSO Stammlsg. gespikte MH84 gemessene MH84 Stabilitét [%]
(2 Monate, RT, Konz. [ng/mL] Konz. [ng/mL]
¢=250 pg/mL) (n=3)
niedriger QC 20 20,21+1,08 101,03
mittlerer QC 100 96,08+2,48 96,08
hoher QC 200 201,69+43,50 100,85
Aufgearbeitete Plasma (n=3) Hirnhomogenat (n=3)
Matrix
(48h, Autosampler)
gespikte MH84 MHS84 Konz. MHS84 Konz. Stabilitit [ %] gespikte MH84 MH84 Konz. MH84 Konz. Stabilitit [ %]
Konz. [ng/mL] t=0 [ng/mL] t= 48h [ng/mL] Konz. [ng/mL] t=0 [ng/mL] t= 48h [ng/mL]
niedriger QC 20 18,77+1,43 18,17+1,45 96,77 5 5,17£0,12 5,13+0,21 99,23
mittlerer QC 100 101,57+3,16 98,27+3,58 96,76 20 20,64+1,65 20,56+0,54 99,63
hoher QC 200 196,63£18,88 196,08+16,34 100,23 100 107,62+3,89 106,81+4,80 99,24
Auftaustabilitéit Plasma (n=3) Hirnhomogenat (n=3)
(3 Zyklen)
gespikte MH84 MHS84 Konz. Stabilitit [ %] gespikte MH84 MHS84 Konz. Stabilitit [ %]
Konz. [ng/mL] nach Auftauen [ng/mL] Konz. [ng/mL] nach Auftauen [ng/mL]
niedriger QC 20 20,40+1,80 102,02 5 4,91+0,09 98,29
mittlerer QC 100 94,80+3,79 94,80 20 18,87+0,76 94,34
hoher QC 200 199,24+18,21 99,62 100 103,04+6,24 103,04
Langzeitstabilitit Plasma (n=3) Hirnhomogenat (n=3)
(-20°C, 3 Monate)
gespikte MH84 Langzeit MH84 Stabilitiit [ %] gespikte MH84 Langzeit MH84 Stabilitéit [ %]
Konz. [ng/mL] Konz. [ng/mL] Konz. [ng/mL] Konz. [ng/mL]
niedriger QC 20 20,31+0,22 101,54 5 4,85+0,13 96,98
mittlerer QC 100 100,99+4,57 100,99 20 19,8442,10 99,19
hoher QC 200 200,7549,70 100,37 100 101,50+3,47 101,50
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V.5.3 Prazision und Richtigkeit (Accuracy) zur Bestitigung der Reproduzierbarkeit

V.5.3.1 Intraday-Assay

Der Intraday-Assay dient zur Bestitigung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei
wiederholter Probenaufarbeitung und Analyse innerhalb eines Tages. Trotz des hohen
Aufwandes dieses Assays diirfen keine Abweichungen iiber 15% von der gewiinschten
Konzentration auftreten.

Laut FDA Guideline muss eine Anzahl an 5 Wiederholungen pro QC-Konzentration in der
entsprechend untersuchten Matrix untersucht werden. Nach der ersten Aufarbeitung wurde
der gleiche Ablauf noch ein zweites Mal analog am gleichen Tag durchgefiihrt. Die
Richtigkeit (Accuracy) gibt den prozentualen Istwert im Vergleich zum Sollwert an wihrend
die Prizision die relative Standardabweichung aller Analysen einer Konzentration darstellt.
Fiir die Plasmauntersuchungen ergab sich eine mittlere Richtigkeit aller Einzelergebnisse von

96,39 — 102,12% sowie eine Prizision von 5,94 — 10,36%.

Tab. 18: Ergebnisse des Intraday-Assay fiir MH84 aus dem Plasma (c = 20,100, 200 ng/mL)

Durchgang A
20 ng/mL Konz. %o 100 ng/mL Konz. % 200 ng/mL | Konz. %
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 17,90 89,50 1 91,89 91,89 1 196,32 98,16
2 21,02 | 105,10 2 114,93 | 114,93 2 218,05 | 109,03
3 21,18 | 105,90 3 91,78 91,78 3 205,84 | 102,92
4 22,54 | 112,70 4 105,43 | 105,43 4 182,51 91,26
5 19,84 99,20 5 105,02 | 105,02 5 185,66 92,83
Durchgang B
20 ng/mL Konz. % 100 ng/mL Konz. ¥/ 200 ng/mL | Konz. %0
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 17,40 87,00 1 85,66 85,66 1 189,27 94,64
2 22,72 | 113,60 2 102,49 | 102,49 2 189,00 94,50
3 17,66 88,30 3 108,56 | 108,56 3 194,19 97,10
4 20,36 | 101,80 4 105,44 | 105,44 4 183,73 91,87
5 22,85 | 114,25 5 109,97 | 109,97 5 183,22 91,61
MW 20,35 102,12 192,78
[ng/mL]
SD [ng/mL] 2,11 9,31 11,45
Prizision 10,36 9,12 5,94
RSD [%]
Richtigkeit 101,74 102,12 96,39
MW [%]

Die Analyse der Hirn-QC:s fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen. Die mittlere Richtigkeit der
Methode lag zwischen 98,51 — 104,59% wihrend die Prizision 3,30 — 4,52% betrug. Die
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bessere Prizision ist auf das groere eingesetzte Matrixvolumen zuriickzufithren (400 uL.
Hirnhomogenat im Vergleich zu 30 uL Plasma), da sich dieses, trotz dhnlichem viskosen und

benetzenden Verhalten, deutlich besser und schwankungsfreier pipettieren lésst.

Tab. 19: Ergebnisse des Intraday-Assay fiir MH84 aus dem Hirnhomogenat (¢ = 5, 20, 100 ng/mL)

Durchgang A
5 ng/mL Konz. % 20 ng/mL Konz. % 100 ng/mL | Konz. %
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 5,20 | 104,01 1 18,67 93,35 1 109,78 | 109,78
2 5,40 | 108,09 2 20,27 | 101,35 2 95,98 95,98
3 5,36 | 107,27 3 19,95 99,77 3 103,18 | 103,18
4 5,24 | 104,78 4 20,29 | 101,44 4 105,57 | 105,57
5 5,36 | 107,28 5 20,81 | 104,03 5 106,34 | 106,34
Durchgang B
5 ng/mL Konz. %o 20 ng/mL Konz. % 100 ng/mL | Konz. %
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 4,94 98,80 1 19,39 96,97 1 98,33 98.33
2 5,38 | 107,54 2 19,56 97,78 2 98,36 98.36
3 5,21 | 104,20 3 18,64 93,22 3 101,53 | 101.53
4 4,93 98,50 4 18,52 92,58 4 96,84 96.84
5 5,27 | 105,40 5 20,91 | 104,57 5 100,65 | 100.65
MW 5,23 19,70 101,66
[ng/mL]
SD [ng/mL] 0,17 0,89 4,52
Prizision 3,30 4,52 4,45
RSD [%]
Richtigkeit 104,59 98,51 101,66
MW [%]

V.5.3.2 Interday-Assay

Beim Interday-Assay wurden die Analysenergebnisse, die an zwei verschieden Tagen erhalten
wurden miteinander verglichen, um aufzuzeigen, dass die verwendete Methode auch
zwischen verschiedenen Tagen reproduzierbare Ergebnisse liefert.

Dafiir wurden an beiden Tagen pro QC-Konzentration in der untersuchten Matrix 5
Wiederholungen untersucht.

Die Richtigkeit ergab sich wiederum als prozentualer Istwert im Vergleich zum Sollwert

wihrend die Prizision die relative Standardabweichung aller Analysen des QC angab.

Fiir die Untersuchung der Plasma-QCs ergab sich fiir die angewendete Methode an zwei
verschiedenen Tagen innerhalb von 8 Tagen eine mittlere Richtigkeit von 100,35 — 101,43%

mit einer Prizision von 7,35 —9,02%.
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Tab. 20: Ergebnisse des Interday-Assay fiir MH84 aus dem Plasma (c = 20, 100, 200 ng/mL)

Tag 1
20 ng/mL Konz. % 100 ng/mL Konz. % 200 ng/mL | Konz. %
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 17,99 89,95 1 104,93 | 104,93 1 229,95 | 114,98
2 20,42 | 102,10 2 98,65 98,65 2 180,67 90,34
3 21,31 | 106,55 3 94,71 94,71 3 189,39 94,70
4 17,91 89,55 4 95,03 95,03 4 216,84 | 108,42
5 22,16 | 110,80 5 101,12 | 101,12 5 223,32 | 111,66
Tag 2
20 ng/mL Konz. %o 100 ng/mL Konz. % 200 ng/mL | Konz. %o
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 17,90 89,50 1 91,89 91,89 1 196,32 98,16
2 21,02 | 105,10 2 114,93 | 114,93 2 218,05 | 109,03
3 21,18 | 105,90 3 91,78 91,78 3 205,84 | 102,92
4 22,54 | 112,70 4 105,43 | 105,43 4 182,51 91,26
5 19,84 99,20 5 105,02 | 105,02 5 185,66 92,83
MW 20,23 100,35 202,86
[ng/mL]
SD [ng/mL] 1,76 7,38 18,30
Prizision 8,68 7,35 9,02
RSD [%]
Richtigkeit 101,14 100,35 101,43
MW [%]

Fiir die Analyse aus der Hirn-Matrix zwischen den zwei Tagen innerhalb von 5 Tagen ergab
sich eine mittlere Richtigkeit von 102,12 — 106,29% mit einer Prizision von 2,96 — 5,23%.
Die geringere relative Standardabweichung resultiert wiederum aus der Verwendung des

grofleren Volumens an Matrix.

Tab. 21: Ergebnisse des Interday-Assay fiir MH84 aus dem Hirnhomogenat (c = 5, 20, 100 ng/mL)

Tag 1
5 ng/mL Konz. % 20 ng/mL Konz. % 100 ng/mL | Konz. %
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 5,52 | 110,33 1 18,80 93,98 1 104,48 | 104,48
2 5,06 | 101,22 2 20,93 | 104,63 2 98,78 98,78
3 5,30 | 105,95 3 21,97 | 109,86 3 106,42 | 106,42
4 5,55 | 111,05 4 21,14 | 105,71 4 111,98 | 111,98
5 5,14 | 102,88 5 21,41 | 107,06 5 110,68 | 110,68
Tag 2
5 ng/mL Konz. % 20 ng/mL Konz. %0 100 ng/mL | Konz. %
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 5,20 | 104,01 1 18,67 93,35 1 109,78 | 109,78
2 5,40 | 108,09 2 20,27 | 101,35 2 95,98 95,98
3 5,36 | 107,27 3 19,95 99,77 3 103,18 | 103,18
4 5,24 | 104,78 4 20,29 | 101,44 4 105,57 | 105,57
5 5,36 | 107,28 5 20,81 | 104,03 5 106,34 | 106,34
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MW
[ng/mL]

5,31

20,42

105,32

SD [ng/mL]

0,16

1,07

5,06

Prizision
RSD [%]

2,96

5,23

4,81

Richtigkeit
MW [%]

106,29

102,12

105,32

V.5.3.3 Ubersicht iiber alle Richtigkeits- und Priizisionsbestimmungen

Alle Bestimmungen zur Richtigkeit und Prézision im Intraday- und Interday-Assay fiithrten zu

validen Ergebnissen, die alle Forderungen der FDA Guideline erfiillten. Jeder Einzelwert lag

innerhalb der maximalen Abweichung vom Sollwert von 15%. Die Mittelwerte aller

durchgefiihrten Analysen sind in Tab.22 zusammenfassend dargestellt.

Tab. 22: Zusammenfassung der Richtigkeits- und Prizisionsbestimmungen in Plasma und Hirnhomogenat

Prazision und Richtigkeit des Intraday-Assay und Interday-Assay fiir die Quantifizierung von MHS84 in Plasma

Intraday-Assay (n=10)

Interday-Assay (n=10)

Gespikte gemessene Prizision | Richtig- gemessene Prizision | Richtig-
MHS84 Konz. | MH84 Konz. | RSD%* keit [ % ]b MHS$84 Konz. | RSD%? keit [ % ]b
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Niedriger | 20 20,35 10,36 101,74 20,23 8,68 101,14
QC
mittlerer 100 102,12 9,12 102,12 100,35 7,35 100,35
QC
hoher 200 192,78 5,94 96,39 202,86 9,02 101,43
QC

Priizision und Richtigkeit des Intraday-Assay und Interday-Assay fiir

die Quantifizierung von MH84 im Hirn

Intraday-Assay (n=10)

Interday-Assay (n=10)

gespikte gemessene Prizision | Richtig- gemessene Prizision | Richtig-
MHS84 Konz. | MHS84 RSD%" | keit[%]" | MHS84 Konz. | RSD%" keit [%]"
[ng/mL] Konz. [ng/mL]
[ng/mL]
niedriger 5 5,23 3,30 104,59 5,31 2,96 106,29
QC
mittlerer 20 19,70 4,52 98,51 20,42 5,23 102,12
QC
hoher 100 101,66 4,45 101,66 105,32 4,81 105,32
QC

* %RSD= (Standardabweichung/Mittelwert) x 100%

" % = gemessene Konzentration x 100%/ gespikte Konzentration
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V.5.4 Wiederfindung und Crossvalidierung

Die Bestimmung der Wiederfindung dient der Uberpriifung der Aufarbeitungsmethode des

Analyten aus der verwendeten Matrix. Unter dem Begriff der Wiederfindung versteht man

den Gehalt der Probe nach der Matrixaufarbeitung im Vergleich zu der Menge des Analyten,

die vor der Aufarbeitung zur Matrix zugesetzt wurde. Sie spiegelt wieder, wie viel des

Analyten bei der Aufarbeitung verloren geht und sollte moglichst grof3 sein, um eine hohe

Empfindlichkeit der Methode zu gewihrleisten.

Fiir alle QC-Proben wurden jeweils 6 Wiederholungen untersucht, in dem die Konzentration

des QCs im Matrix-Losungsmittelgemisch vor der Aufarbeitung enthalten war. Der interne

Standard wurde ebenfalls vor der Aufarbeitung dazugegeben. Fiir die Angabe des

verlustfreien Wertes wurde der sogenannte 100%-Wert eingefiihrt, bei dem sowohl Analyt als

auch interner Standard erst nach der Aufarbeitung zugesetzt wurden, um die gewiinschte

100%ige Konzentration zu erhalten. Auf diesen Wert wurden die Ergebnisse nach der

Aufarbeitung bezogen. Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen die Wiederfindung als

Verhiltnis zwischen MH84/MH41 (IS).

Fiir das Plasma ergaben sich mittlere Wiederfindungen dieses Verhéltnisses zwischen 96,36

und 99,45%. Dies zeigt die chemische Ahnlichkeit zwischen MH84 und seinem internen

Standard gibt aber noch keine Auskunft iiber den eigentlichen Verlust des Analyten wihrend

der Aufarbeitung. Die Wiederfindung des Einzelgehaltes an MH84 schwankte zwischen 85-

110%. Der grofle Schwankungsbereich konnte jedoch durch den Einsatz des internen

Standards vor der Aufarbeitung deutlich reduziert werden, sodass die relative

Standardabweichung der hier analysierten Proben nur zwischen 3,66% und 4,49% lag.

Tab. 23: Ergebnisse der Bestimmung der Wiederfindung aus Plasma (¢ = 20, 100 und 200 ng/mL)

20 ng/mL Wiederfindung [%] | 100 ng/mL | Wiederfindung [%] | 200 ng/mL | Wiederfindung [%]

1 95,24 1 102,39 1 92,29

2 90,25 2 92,74 2 97,33

3 96,55 3 97,70 3 105,54

4 99,78 4 102,07 4 97,54

5 96,55 5 104,89 5 98,82

6 99,78 6 96,90 6 99,52

MW [%] 96,36 | MW [%] 9945 | MW [%] 98,51
SD [%] 3,52 SD [%] 4,47 SD [%] 4,28
RSD [%] 3,66 | RSD[%] 4,49 | RSD[%] 4,34
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Auch bei der Bestimmung der Wiederfindung von MH84 aus der Hirnmatrix wurden

Schwankungen zwischen 85 und 110% festgestellt. Der Einsatz des internen Standards vor

der Matrix-Aufarbeitung fiihrte jedoch ebenfalls zu einer deutlichen Verbesserung der

relativen Standardabweichung auf 1,94 — 5,02%. Die mit Hilfe des Verhiltnisses aus
MH84/MH41 bestimmten mittleren Wiederfindungen lagen zwischen 94,78 und 98,27%.

Tab. 24: Ergebnisse der Bestimmung der Wiederfindung aus Hirnhomogenat (¢ = 5, 20 und 100 ng/mL)

5 ng/mL Wiederfindung [%] | 20 ng/mL. | Wiederfindung [%] | 100 ng/mL | Wiederfindung [ %]

1 91,53 1 96,99 1 92,42

2 105,75 2 97,04 2 90,97

3 95,70 3 98,32 3 92,42

4 98,00 4 96,99 4 99,80

5 101,69 5 97,03 5 93,26

6 96,94 6 92,86 6 99,80

MW [%] 98,27 MW [%] 96,54 MW [%] 94,78
SD [%] 4,93 SD [%] 1,88 SD [%] 3,96
RSD [%] 5,02 | RSD[%] 1,94 | RSD [%] 4,18

Aufgrund des Mangels an Plasma und Hirngewebe von der Maus (Leermatrix), wurde eine

Crossvalidierung durchgefiihrt. Dabei wurde die Aquivalenz der fiir die Validierung

verwendeten Ersatzmatrix, hier Rattenplasma und Schweinehirn-Homogenat, gezeigt. Dies

war notwendig um die Validierungsergebnisse der Ersatzmatrices auf die Médusematrices zu

iibertragen und auch um die Proben aus den Tierversuchen mittels einer Kalibriergerade in der

Ersatzmatrix analysieren zu konnen.

Fiir den QC von 100 ng/mL wurden jeweils drei Wiederholungen pro Matrix aufgearbeitet

und mit den entsprechenden 100%-Werten der Matrix verglichen.

Bei der Auswertung der Verhiltnisse aus MH84/MH41 konnten keinerlei signifikante

Unterschiede zwischen den Spezies festgestellt werden. Beim Plasma-Vergleich zeigten sich

mittlere Wiederfindungen von 99,08% bei der Maus im Vergleich zu 98,58% bei der Ratte.

Die Analyse im Hirnhomogenat fiihrte zu einer mittleren Wiederfindung bei der Maus von

99,88% im Vergleich zum Schwein mit 103,77%. Diese Ergebnisse liegen im bereits

gezeigten Schwankungsbereich der Probenaufarbeitung und Vermessung.

Die Einzelwiederfindungen von MH84 lagen bei allen untersuchten Matrices wiederum

zwischen 85 und 110%. Die Aquivalenz der Ersatzmatrices konnte somit zweifelsfrei

bewiesen werden.
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Tab. 25: Ergebnisse der Crossvalidierung zwischen Maus- und Rattenplasma (links) und Maus- und

Schweinehirn (rechts)

Plasma Wiederfindung | Wiederfindung Hirn Wiederfindung | Wiederfindung
100 ng/mL | [%] Maus [%] Ratte 100 ng/mL | [%] Maus [%] Schwein

1 95,40 96,34 1 110,01 104,60
2 95,17 94,80 2 94,24 97,65
3 106,67 104,59 3 95,40 109,07
MW [%] 99,08 98,58 MW [%] 99,88 103,77
SD [%] 6,57 5,26 SD [%] 8,79 5,75
RSD [%] 6,63 5,34 RSD [%] 8,80 5,54
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VI MH84 Tierstudien

Die durchgefiihrten Tierstudien wurden durch das Regierungsprisidium Darmstadt genehmigt

(Genehmigungsnummer: FU/1004).

V1.1 Tiere

Fiir die Untersuchung des pharmakokinetischen Profils und der ZNS-Gingigkeit wurden 3
Monate alte, ménnliche C57BL/6JRj Miuse verwendet, die von Janvier Labs, Frankreich
bezogen wurden. Die transgenen Tiere fiir die Pharmakodynamik-Studien stammten aus dem
pharmakologischen Institut der Goethe Universitit Frankfurt. Die Reproduktion erfolgte dort
durch Inzucht von C57BL/6J Miusen, die eine mutierte Form des humanen APP tragen. Die
offizielle Bezeichnung dieser Méuse lautet Thyl-APP751g;. Die aus der Ziichtung ebenfalls
erhaltenen, nicht-transgenen Méuse wurden sowohl fiir die jeweiligen Kontrollgruppen als
auch fiir die 3-wochige ZNS-Akkumulationsstudie verwendet. Alle Tiere wurden unter
Standardbedingungen betreut, hatten uneingeschrinkten Zugang zu Wasser und Nahrung und

wurden in einem 12 h Tages-/Nacht-Zyklus gehalten.

V1.2 Herstellung der Losungen fiir die orale Gabe

Aufgrund der hohen Lipophilie, wurde MH84 in Polyethylenglycol 400 (PEG400) gel6st.
Dieses ist gut vertrdglich und stellt ein geeignetes Losungsmittel fiir unpolare Substanzen dar.
Dafiir wurden fiir die Pharmakokinetik-Studie 42,0 mg MH84 eingewogen bis zu einer
Gesamtmasse von 22,6 g mit PEG400 versetzt. Dies entspricht einer Konzentration von 2,1
mg/mL (Dichte PEG400 = 1,13 g/mL).

Diese Konzentration wurde errechnet, indem von einem maximalen Applikationsvolumen von
200 pL pro Maus ausgegangen wurde. Das geschitzte maximale Gewicht der Miuse lag bei
35 g. Fiir eine Dosis von 12 mg/Kg ergab sich demnach die oben hergestellte Konzentration
der Losung. Die verabreichte Menge wurde dann dem wirklichen Korpergewicht der Maus
angepasst.

Fiir die ZNS-Akkumulationsstudie und Pharmakodynamik-Studien erfolgte die Herstellung
der MH84-Losungen analog. Es wurden fiir jede Langzeitstudie 50 mL der beschriebenen

Losung hergestellt.
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V1.3 Pharmakokinetik-Studie

Diese Studie wurde von Prof. Dr. Jochen Klein geleitet und experimentell von Christoph
Stein am pharmakologischen Institut der Goethe Universitit durchgefiihrt.

Die Bestimmung der Pharmakokinetik im Plasma und im Gehirn ist von essentieller
Bedeutung fiir MH84. Durch diese Untersuchungen wird das Uberqueren der Blut-Hirn-
Schranke charakterisiert, welches fiir die gewiinschte Wirkung im ZNS unerlisslich ist.

Fiir die Bestimmung der pharmakokinetischen Eigenschaften von MH84 wurden jeweils 6
gesunden Méusen pro untersuchtem Zeitpunkt eine einmalige Dosis von 12 mg/Kg MH84 (in
PEG400 gelost) mittels Schlundsonde verabreicht. Es wurden 9 Zeitpunkte (0,5; 1; 1,5; 2; 3;
6; 12; 24; 48 h) untersucht, die das gesamte pharmakokinetische Profil abdecken sollten.
Nach der entsprechenden Zeit wurden die Tiere mit Isofluran narkotisiert und durch
Dekapitation getotet. Das Blut wurde dabei in heparinisierten Eppendorf-Gefalen (1,5 mL)
aufgefangen und anschlieend direkt bei 900 xg zentrifugiert um das Plasma zu erhalten.
Parallel dazu wurde das Hirn entnommen, in fliissigen Stickstoff schockgefroren und
anschliefend bis zur weiteren Behandlung (Homogenisierung) bei -20°C aufbewahrt.

Die Plasma- und Hirnproben wurden wie in der Methodenentwicklung beschrieben (Kap.
V.4) aufgearbeitet und mit der validierten LC-MS Methode analysiert. Die Quantifizierung
erfolgte iiber eine Kalibriergerade in der jeweiligen Matrix. Proben die hohere
Konzentrationen aufwiesen als von der verwendeten Kalibriergerade abgedeckt wurden,
konnten durch eine Verdiinnung mit Leermatrix und nochmaliger Aufarbeitung analysiert

werden.

Tab. 26: Einzelergebnisse der Pharmakokinetik-Studie von MH84 an gesunden C57B1/6JRj-Méausen

Zeit | Tier | Korper- Hirngewicht | Plasmakonz. | MW und SD | Hirnkonz. | MW und SD
[h] gewicht [g] | [mg] [ug/mL] Plasmakonz. | [ng/g] Hirnkonz.
0,5 1 27 413,6 10,02 130,05
0,5 2 24 427,2 8,44 141,52
0,5 3 24 4217,5 2,27 74,33
0,5 4 25 430,0 1,39 76,07
0,5 5 24 412,0 2,10 56,40
0,5 6 24 4217,5 1,62 4,31 + 3,86 81,92 | 93,38 + 34,13
1 1 24 405,2 5,41 211,42
1 2 26 420,6 100,15
1 3 26 421,3 8,50 176,17
1 4 27 418,7 2,88 121,57
1 5 23 385,7 9,77 188,13
1 (3 24 429,2 4,31 6,17 + 2,88 182,47 163,32 £
42,88
1,5 1 27 4324 13,32 406,85
1,5 2 24 4284 14,49 388,78
1,5 3 23 439,3 9,51 407,79
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1,5 4 25 4452 7,53 382,95
15 5 26 4443 8,09 218,94
1,5 6 26 436,2 9,51 + 3,14 118,54 320,64 +
122,26
2 1 25 455,7 8,26 405,06
2 2 27 447 4 5,61 157,39
2 3 28 4255 722 201,43
2 4 24 416,3 6,67 188,94
2 5 25 4455 8,84 328,20
2 6 23 4265 520 6,97+143 257,69 256,45 +
94,48
3 1 26 431,1 10,82 337,73
3 2 23 443 4 6,33 415,65
3 3 24 421,9 15,26 308,04
3 4 23 4348 11,45 276,03
3 5 24 417,6 7,98 269,43
3 6 28 451,1 13,59 | 10,90 + 3,35 259,83 311,12+
58,73
6 1 26 434 4 8,47 342,88
6 2 25 437,0 1,80 118,06
6 3 29 449.6 4,62 304,98
6 4 24 4176 3,01
6 5 23 4320 12,76 276,64
6 6 26 4515 11,45 | 7,02+4,56 496,97 307,91 =
136,01
12 1 26 432,0 2,69 685,18
12 2 24 4318 1,07 153,34
12 3 27 4140 3,12 168,06
12 4 26 441,1 21.43
12 5 25 4315 123 186,23
12 6 26 426,6 2,03+ 1,03 242,85 +
255,68
24 1 26 4499 >LOD ~LOQ
24 2 27 457,7 >LOD ~LOQ
24 3 27 458.4 0,15 40,49
24 4 22 420,2 >LOD ~LOQ
24 5 24 4437 >LOD ~LOQ
24 6 23 410,8 >LOD 0,15 ~LOQ 40,49
48 1 34 446,5 <LOD >LOD
48 2 34 4554 <LOD >LOD
48 3 30 455,0 <LOD >LOD
48 4 29 4490 <LOD >LOD
48 5 26 4372 <LOD >1LOD
48 6 24 450,5 <LOD 0 >1LOD 0

In Tabelle 26. sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aller Messzeitpunkte

zusammengefasst. Alle grau gekennzeichneten Einzelergebnisse wurden aus der Bildung des

Mittelwerts ausgeschlossen, da es sich dabei um typische Ausreifler bei Tierstudien handelt.

Mit den Ergebnissen wurden die entsprechenden Zeit-Konzentrations-Kurven (Abb. 21)

erstellt.
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Abb. 21: Pharmakokinetische Profile von MH84 in Plasma und Hirngewebe nach Einmalgabe von MH84
(12 mg/Kg)

Die so erhaltenen pharmakokinetischen Profile unterscheiden sich deutlich in threm zeitlichen
Verlauf. Wihrend der MH84-Gehalt im Plasma rasch ansteigt und nach 3 h ein Maximum
erreicht (Cpax = 10,90 ug/mL) um anschlieBend rasch wieder abzusinken (nach 12 h weniger
als 20% von Cp,y), steigt der MH84-Gehalt im Hirn ebenfalls rasch an, bleibt bis 6 h nach der
Schlundierung konstant (307,91-320,64 ng/mL) um dann deutlich verlangsamt das
Hirngewebe wieder zu verlassen (nach 12 h noch ca. 75% von Cyax). Nach 24 h lagen 5 der 6
Messwerte knapp unterhalb des LOQ, also bei ca. 15-20 ng/g Hirn, wéihrend ein Wert bei
40,49 ng/mL lag. Auch bei den Plasmaproben war das Ergebnis dieses untersuchten Tieres
noch quantifizierbar (150 ng/mL Plasma), wihrend alle anderen Proben deutlich unterhalb des
LOQs lagen aber noch tiber dem LOD. Beide quantifizierbaren Werte gingen als Einzelwerte
direkt in die Erstellung des pharmakokinetischen Profils ein.

Mit Hilfe des pharmakokinetischen Profils von MH84 im Plasma wurden die
pharmakokinetischen Daten bestimmt. Dafiir wurde das Programm PKSolver2.0 (China,

[164]) verwendet. Dies ist ein frei verfiigbares Add-In fiir Microsoft Excel®.

Tab. 27: Pharmakokinetische Parameter von MH84 in Méuseplasma

Plasma

AUCysh [ug h/mL] 89.58
AUMCyg, [ug h/mL] | 560.73
MRT\g;, [h] 6.26
ty2 [h] 3.24
CL [mL/min/Kg] 2.23
Vd [L/Kg] 0.63
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Die pharmakokinetischen Daten im Plasma verdeutlichen, dass MH84 aufgrund der kurzen
Dauer bis zum Anfluten der Wirkstoffkonzentration, in erheblichen Mengen wahrscheinlich
im Magen resorbiert wird. Eine Halbwertszeit von iiber drei Stunden stellt einen guten
Ausgangspunkt fiir eine weitere Untersuchung des Wirkstoffkandidaten dar. Die deutlich
langer anhaltende Prisenz von MH84 im ZNS, welche im Kinetikprofil gezeigt werden
konnte, bekriftigt dieses Resultat.

Die Pharmakokinetik kann sich jedoch sowohl bei erkrankten Méusen als auch im Menschen
durch eine krankheitsbedingte, eventuelle Schidigung der Bluthirnschranke [165], [166] und
die fehlende Moglichkeit die Ergebnisse von Tiermodellen direkt auf den menschlichen
Organismus zu iibertragen, deutlich unterscheiden. Weiterfithrende Untersuchungen

diesbeziiglich konnten von Interesse fiir die weitere Substanzcharakterisierung sein.

V1.4 ZNS-Akkumulationsstudie

Unter der Leitung von Priv.-Doz. Dr. Gunter P. Eckert wurden sowohl die
Akkumulationsstudie als auch die Pharmakodynamik-Studien von Maximilian Pohland am
pharmakologischen Institut der Goethe-Universitét experimentell durchgefiihrt.

Bei der ersten Studie wurde untersucht ob sich die geringen Mengen an MH84, die nach 24 h
im Hirngewebe nachweisbar waren, iiber einen lingeren Zeitraum durch die tégliche orale
Gabe von MH84 im Hirngewebe anreichern. Parallel zur ersten Pharmakodynamik-Tierstudie
wurde 8 Tieren tdglich die bislang untersuchte Dosis von 12 mg/Kg mittels Schlundsonde fiir

21 Tage (Dauer der Pharmakodynamik-Studie) verabreicht.

Tab. 28: Ergebnisse der Gehaltsbestimmung nach 21 tigiger Gabe von MH84 (12 mg/Kg/Tag), inkl. Kérper-

und Hirngewichten der Miuse nach Beendigung der Tierstudie

Tier Korper- Hirngewicht ¢ [ng/mL ¢ [ng/g
gewicht [g] [mg] Plasmal] Hirn]
1 21 406,3 85.04 35.19
4 23 426,8 55.55 29,65
5 20 398,6 54.94 22,58
6 24 462,7 50.96 20,65
7 26 420,2 162.89 24,17
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Es konnten keine deutlich htheren Konzentrationen im Vergleich zur Einmalgabe im Plasma
und im Hirn der Tiere nachgewiesen werden. Daraus resultiert die Annahme, dass es dort zu
keinen Anreicherungseffekten von MH84 bei einer tiglichen Dosis von 12 mg/Kg nach 21
Tagen kommt. Ob sich der Wirkstoff in anderen Organen der Tiere angereichert hat wurde
bislang nicht untersucht.

Nach den drei Wochen konnten keine gesundheitlichen Auffilligkeiten bei den Méusen
festgestellt werden. Die Tiere waren sehr vital und es kam zu keinen nennenswerten

Gewichtsverlusten.

VL5 Pharmakodynamik-Studien

Wihrend zwei jeweils drei-wochigen Fiitterungsstudien wurde die Wirksamkeit von MH84 an
transgenen Thy1-APP751s; Méusen untersucht. MH84 (12 mg/Kg/Tag) wurde in beiden
Studien durch orale Gabe per Schlundsonde verabreicht. Die erste Studie wurde an Méusen
durchgefiihrt, die aufgrund ihres Alters (9 Monate) einen fortgeschrittenen Krankheitsverlauf
simulieren. In der zweiten Studie wurde die Wirkung von MH84 an jiingeren, 3 Monate alten,
Mausen untersucht. Dieses Alter stellt den Zeitpunkt dar, bei dem frithe pathologische
Merkmale von AD auftreten, vor allem die mitochondriale Dysfunktion.

Beide Studien fiihrten zu einer vollstindigen Regenerierung der mitochondrialen Funktion
(MMP, ATP, Atmungskettenkomplex IV) durch MH84. Die AB-Spiegel nahmen tendenziell
etwas ab. Lingere Behandlungsdauern konnten diesen Effekt wahrscheinlich verstédrken.

In beiden Studien konnte zusitzlich zu den Verbesserungen der Mitrochondrienfunktion auch
eine erhohte Biosynthese funktionsfiahiger Mitochondrien festgestellt werden (erhohte
Citratsynthaseaktivitit), wodurch es wahrscheinlich zu einer verbesserten ATP-Versorgung
innerhalb der Neuronen kommt.

Die ausfiihrlichen Ergebnisse dieser Tierstudien werden in der Dissertation von Maximilian
Pohland dargestellt, der die Beeinflussung der Mitochondrienfunktion durch MH84 im

Vorfeld auch in vitro charakterisiert hat.
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V1.6 Diskussion der MHS84 Tierstudien

Die pharmakokinetischen Profile von MH84 im Plasma und Hirngewebe konnten mit der neu-
entwickelten, validierten Methode bestimmt werden. Nach einmaliger Gabe von 12 mg/Kg
konnten maximale Konzentrationen von 10,90 ug/mL (18 uM) im Plasma erreicht werden.
Diese Konzentration ist ausreichend um periphere Effekte an PPARy (EC50 = 11.0 uM)
auferhalb des ZNS auszuldsen. Zu, daraus resultierenden, eventuellen zusétzlichen, positiven
Effekten auf die krankheitsbedingten Verdnderungen im ZNS gab es bei Untersuchungen zu

den PPARYy Agonisten, wie Rosiglitazon und Pioglitazon nur wenige Hinweise [87], [90].

Die Blut-Hirn-Schranke, die fiir die Adressierung AD-typischer Angriffspunkte durchquert
werden muss, wurde von einem Teil von MH84 iiberwunden. Die maximale ZNS-
Konzentration lag bei 307,91-320,64 ng/g, was bel einer angenommenen Dichte des
Hirngewebes von 1 g/mL max. 0,53 uM entspricht. Dies ist deutlich weniger als fiir die
Adressierung der y-Sekretase (IC50(Ap42) = 6.0 uM; EC50(AB38) = 1.8 uM) und PPARYy
(EC50 = 11.0 uM) benétigt wird.

Dennoch konnten deutliche positive Effekte auf das Krankheitsmodell in den
pharmakodynamischen Tierstudien nachgewiesen werden. Die mit MH84 behandelten Tiere
wirkten, vor allem in der ersten Studie mit 9 Monate alten Méusen, nach der dreiwdchigen
Behandlung deutlich vitaler und aktiver als die transgenen Kontrolltiere.

Die gezeigte tendenzielle Verringerung der AB-Spiegel konnte entweder aus einer leichten
Modulation der y-Sekretase oder aus der indirekten Reduzierung der -Sekretase Aktivitit,
iber eine Aktivierung von PPARY resultieren. Eigentlich sollte die gemessene ZNS-
Konzentration dafiir zu gering sein, aber MH84 konnte in vitro zusitzlich eine erhohte
Expression von PGC-1a auch bei sehr kleinen Konzentrationen auslosen. Dies konnte die von
MHS84 verursachte PPARy Aktivierung durch eine erhohte Rekrutierung des Coaktivators
zusitzlich verstirken. Die in vitro Charakterisierung der PPARy Aktivitit erfolgt ohne
Einfluss durch PGC-1a, da dieser Coaktivator im verwendeten Assay nicht anwesend ist. Die
reale PPARy Aktivitdt von MH84 konnte demnach durch die positiven Effekte auf PGC-1a
deutlich hoher sein als im in vitro Assay bestimmt werden konnte. Der Effekt der erhohten
mitochondrialen Biosynthese unterstiitzt die Hypothese fiir eine erhohte Expression von PGC-

lo auch wihrend der Pharmakodynamik-Studien.
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Es bleibt zusitzlich ungewiss, ob es bei einer AD-typischen Schidigung der Blut-Hirn-
Schranke in transgenen Tieren, wie denen in der Pharmakodynamik-Studie, eventuell zu

hoheren Konzentrationen im ZNS kommt.

Die deutlichsten in vivo Verbesserungen konnten beziiglich der mitochondrialen Dysfunktion
nachgewiesen werden. Dies bestitigt die guten Ergebnisse der in vitro Testungen, die zeigten,
dass MH84 schon bei einer Konzentration von 30 nM zu einer Verbesserung der geschidigten
Mitochondrienfunktion fiihrt. Die bestimmte ZNS Konzentration ist somit iiber eine weite
Zeitspanne ausreichend, um zu einer positiven Wirkung an den Mitochondrien zu fithren. Im
Vergleich zu nicht behandelten transgenen Miusen zeigten die 3 und 9 Monate alten Miuse
nach 21 Tagen oral verabreichtem MH84 eine vollstindige Regenerierung der
mitochondrialen Funktion (MMP, ATP, Atmungskettenkomplex 1V). Diese Effekte wurden
begleitet durch eine erhohte Biosynthese der Mitochondrien (Bestimmung anhand der

Citratsynthaseaktivitit).
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VII Analytische Methodenentwicklung fiir MH163

VII.1 Entwicklung der HPLC-Trennmethode

Ausgehend von dhnlich lipophilen Eigenschaften von MH163 im Vergleich zu MH84 konnte
die gleiche MulthoHigh 100 RP 18-5u (125 x 4 mm) Séule fiir die HPLC-Trennung
verwendet werden. Ein FlieBmittelgemisch von 88,5% MeOH/ 11,5 % Ameisensidure (0,1%)
bei einem Fluss von 1 mL/min fiithrte zu einer Retentionszeit von 6,2 min, was eine

Abtrennung von Matrixriickstdnden ermoglicht.

VII.2 Bestimmung eines internen Standards

Sowohl MH41 (sieche Abb.15), der interne Standard der MH84 Methode, als auch
verschiedene Zimtsdurederivate aus der hausinternen Substanzbibliothek wurden als interner
Standard getestet, da sich die LC-Methode nur unwesentlich von der LC-Methode fiir MH84
unterscheidet. Zu den getesteten Zimtsdurederivaten zihlten DF13, DF42 und DF22 (Abb.22).
Wihrend MH41 mit MH163 koeluierte und auch eine chemisch deutlich verschiedene
Struktur aufweist, eluierten die Zimtsdurederivate DF13 und DF42 deutlich zu spit (bei 11
und 14 min). DF22 zeigte eine geeignete Retention mit einer Retentionszeit von 7,0 min und

konnte somit als interner Standard verwendet werden.

CF4 CFa CF,

CH, CHy CHj

O HsC

DF13 DF42 DF22

Abb. 22: Interne Standards fiir die Testung auf Eignung fiir die MH163 Analytik-Methode
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VIL.3 APCI- und MS-Parameteroptimierung

Ausgegangen wurde von einer Methode im positiv-Modus unter Verwendung der APCI-
Ionenquelle. Es war dabei auffillig, dass statt der zu erwarteten Masse von m/z = 553,2 eine
Masse von m/z = 535,1 nachgewiesen wurde. Diese Masse ergibt sich durch eine H,O-

Abspaltung vom Molekiil nach vorheriger Ubertragung eines H* durch die Ionisierung.

Die Umstellung der Methode auf den negativ-Modus der APCI-lonisierung zu einer
eventuellen Verbesserung der Empfindlichkeit fithrte zu einem Signal bei m/z = 551.2 mit
einer ca. doppelt so hohen Intensitit im Vergleich zum Signal im positiv-Modus. Der interne
Standard DF22 (m/z = 509.2) konnte mit diesen Parametern ebenfalls dargestellt werden. Der
LOQ fiir MH163 bei Verwendung eines Injektionsvolumens von 50 uL lag bei dieser
Methode bei 4,4 ng/mL und der LOD bei 1,3 ng/mL.

Tab. 29: Ausgangsparameter der APCI-Methode fiir MH163 im negativ-Modus

Capillary 4000 V
Corona 2000 nA
Nebuliser 2.0 Bar
Dry Gas 5,0 L/min
Dry Temp. 200°C
Vapor. Temp. 450°C
Ion Energy S5eV
Collision Energy | 10eV
Collision RF 250 Vpp

Bei der Methodenentwicklung wurde ein sehr kleiner zweiter Peak auf der Massenspur von
MH163 mit etwas hoherer Retentionszeit von 7 min sichtbar. Durch die vorliegende
Doppelbindung im MH163-Molekiil handelt es sich wahrscheinlich um das Z-Isomer. Dieses
scheint thermodynamisch stabiler zu sein als das E-Isomer, da das Integral dieses Peaks mit
zunehmender Zeit im Tageslicht gro3er wird und sich somit das Gleichgewicht zwischen den
beiden Peaks auf die Seite des Z-Isomers verschiebt.

Um die beiden Peaks besser analysieren zu konnen und die Beeinflussung verschiedener
Parameter auf die einzelnen Peaks besser beurteilen zu konnen, wurden diese durch eine

Erhohung des Ameisensdure-Anteils im FlieBmittel auf 12% stirker voneinander getrennt.

76



VII Analytische Methodenentwicklung fiir MH163

Die Retentionszeiten betrugen dadurch fiir das urspriingliche Isomer 6,6 min und fiir das neu
hinzugekommene Isomer 7,5 min ohne eine vollstindige Basislinientrennung zu erzielen, um
zusitzlich die Gesamtflache beider Isomere bei der Integration bestimmen zu konnen. Die
Retentionszeit des internen Standards erhohte sich auf 7,6 min. Durch Belichtung einer
methanolischen MH163- Losung konnte ein Zustand realisiert werden, bei dem die Intensitét
des Z-Peaks sogar deutlich groler wurde als die Intensitét des urspriinglichen vorliegenden E-
Peaks. Der Belichtungszeit-abhingige Ubergang zum Z-Isomer konnte durch die Injektion
nach verschiedenen Zeitabstinden in die LC-MS verfolgt werden. Je nach Exposition im
Licht, bei geschlossenen Autosampler oder unter normalen Lichtbedingungen im Labor,
wurde nach unterschiedlichen Zeiten ein Zustand erreicht bei dem der Z-Peak doppelt so hoch
war als der E-Peak. Bei normalen Laborbedingungen in einem farblosen Eppendorf-Gefil3
(1,5 mL) wurde dieser Zustand bereits nach 5 Stunden erreicht. In einem Braunglasvial im
Autosampler konnte nach 24 h der gleiche Zustand nachgewiesen werden (Abb.23). Fiir die
weitere Methodenentwicklung wurden stets frische Losungen verwendet, die moglichst wenig
dem Tageslicht ausgesetzt wurden. Dafiir wurden alle Gefdfe mit Aluminium-Folie
umwickelt.

Zusitzlich wurde versucht die Isomerisierung durch Variation des pH-Wertes zu beeinflussen.
Dies fiihrte zu keiner Verbesserung zugunsten eines der beiden Isomere oder einer
vollstdndigen Verhinderung der Isomerisierung zum Z-Isomer. Aus diesem Grund wurde bei
der quantitativen Analyse von MH163 stets eine Gesamtintegration beider Peaks

vorgenommen.

Inters.
¥109

125
Start

1.00

075

6h

0.50

025

24h
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o 1 2 3 4 5 [5 7 g 9 Tirne: [min]
Abb. 23: Isomerisierungsverlauf von MH163 in einem Braunglasvial im Autosampler; im Tageslicht wird der

hier gezeigte Zustand nach 24 h bereits nach 5 h erreicht; alle Signale zeigen die Massenspur m/z = 551,2
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Um die Empfindlichkeit der Methode bezogen auf das Gesamtintegral beider [somere wurden
folgende Parameter getestet und die optimalen, hervorgehobenen Werte kombiniert Tab.31).
Die Spraybedingungen wurden von der MH84 Methode iibernommen, da die in die APCI

gelangende Losung ein nahezu identisches FlieBmittelgemisch aufweist.

Tab. 30: Parameteroptimierung der MH163 APCI-Methode im positiv-Modus

Capillary 3000; 3500; 4000; 4500; 5000 eV

Corona 2000; 3000; 4000; 5000; 6000; 7000; 8000; 9000; 100005 15000, 20000,
25000; 30000 nA

Ion Energy 1,5;2:2,5,3;3,5;4;4,5;5;5,5,6 eV

Collision Energy | 6; 6.,5;7;7.5; 8; 8,5;9; 9,5; 10 eV

Collision RF 250; 300; 350; 400; 450; 500; 550; 600 Vpp

Zusammenfassend ergeben sich folgende optimierte APCI-MS-Einstellungen fiir die MH163-
Methode.

Tab. 31: Zusammenfassung der optimierten APCI-MS-Parameter fiir MH163

Capillary 3500 V
Corona 25000 nA
Nebuliser 2.0 Bar
Dry Gas 3,0 L/min
Dry Temp. 350°C
Vapor. Temp. 400°C
Ion Energy 4eV
Collision Energy 10 eV
Collision RF 350 Vpp

Diese Methode ergab bei identischem Injektionsvolumen von 50 uL einen LOQ von
1,1 ng/mL und einen LOD von 0,3 ng/mL und war somit um den Faktor 4 empfindlicher im

Vergleich zur Ausgangsmethode.

Um weitere Hinweise auf die Stabilitdt von MH163 zu erhalten, wurden zunichst die
Losungen einer Kalibriergerade nach 24 h nochmals in die LC/MS-Anlage injiziert. Dabei fiel
auf, dass zusitzlich die Gesamtfliche der MH163 Peaks deutlich abgenommen hat.
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Zur Bestimmung dieser Zeitabhéingigkeit wurde eine Losung (c = 200 ng/mL) von frisch
gelostem MH163 untersucht. Bereits nach 5 Stunden konnten nur noch ca. 77% des
anfidnglich gefundenen Gesamtintegrals beider Isomere wiedergefunden werden (Abb.24).
Dieses Zeitfenster ist deutlich zu kurz um die Probenaufarbeitung aus verschiedenen Matrices
durchfiihren zu konnen. Nach 24 h wurde ein Gehalt von ca. 54% im Vergleich zum
Ausgangsgehalt nachgewiesen. Diese zeitabhingige Abnahme des Gesamtfldchenintegrals
wies somit auf eine zusitzliche Instabilitdt von MH84 hin.

Um eventuell typische Instabilititen der Substanzklasse der Zimtsduren ausfindig zu machen,
wurde eine Literaturrecherche diesbeziiglich durchgefiihrt. Es wird einschligig beschrieben,
dass Zimtsduren iiber eine [2+2] Cycloaddition an der Doppelbindung unter Ausbildung eines
Cyclobutanringes dimerisieren konnen [167]. Diese Reaktivitit findet jedoch hauptséichlich
im festen Zustand statt und es ist fraglich ob dies die Ursache fiir die Flaichenabnahme des

Gehaltes an MH163 in der Losung ist.

2.70E+13

y=1.87E+11x? - 2.17E+12x + 2.63E+13
R*= 1.00E+00

/%

2.60E+13
2.50E+13

2.40E+13 \
2.30E+13
2.20E+13

2.10E+13 \\

2.00E+13 \‘

1.90E+13

E/Z-Gesamtflachenintegral MH163

0 1 2 3 4 5
Belichtungszeit [h]

Abb. 24: Zeitlicher Gehaltsverlust von MH163 im analytisch kritischen Zeitfenster von 5 h, gemessen anhand

des Gesamtintegrals des E- und Z-Isomers

VIIL.4 Strukturaufklirung des Umlagerungsproduktes

Zur Aufklirung der Substanzverdanderung, die zur Abnahme des Gesamtintegrals der MH163-
Isomere fiihrt, wurden 200 mg MH163 in 200 mL Methanol geldst und fiir einen Monat unter
Laborbedingungen ins Tageslicht gestellt, um eine moglichst vollstindige Umsetzung zum
Umlagerungsprodukt zu realisieren. Eine DC nach Beendigung des Belichtungsprozesses
zeigte folgendes Bild im Vergleich zu einer DC aus frisch geloster Substanz (Laufmittel

Hexan/Essigester 3:1):
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O ~

Abb. 25: Vergleich zweier DCs von MH163-Losungen, links: frisch gelost; rechts: nach 1-monatiger Belichtung im
Tageslicht

Da mittels der oben beschriebenen HPLC-Methode gezeigt werden konnte, dass das E- und Z-
Isomer lediglich ein leicht verschiedenes, aber nah beieinander liegendes Retentionsverhalten
auf der RP-Phase zeigen, bestand die Vermutung, dass die unteren beiden Signale auf der DC
der belichteten Probe den Isomeren zuzuordnen sein konnte. Der obere Punkt erscheint erst
durch die Belichtung, da er bei einer Vergleichs-DC aus frisch geldster Substanz nicht
auftaucht.

Unklar war ob ein Dimer wirklich ein so stark verschiedenes Retentionsverhalten aufweisen
kann, da durch die [2+2] Cycloaddition an der Doppelbindung der Zimtsidure kaum eine
Veridnderung der Molekiileigenschaften zu erwarten ist. Die im Monomer bestehenden
funktionellen Gruppen liegen auch im Dimer vor. Deswegen ist ein so stark abweichendes

Retentionsverhalten nicht zu erwarten.

Zur Aufklirung der Identitét der einzelnen Signale wurde das Substanzgemisch durch
Saulenchromatographie auf der Normalphase (NP) priparativ getrennt. Es konnten drei
Fraktionen erhalten werden, die auf ihre Masse hin untersucht wurden.

Sowohl die unterste als auch die leicht nach oben verschobene Fraktion wiesen die Molmasse
von MH163 (552,2 g/mol) auf. Dies bestitigte die Annahme, dass es sich um das E- und Z-
Isomer von MH163 handelt. In den Massenspektren dieser beiden Fraktionen konnte ebenfalls
jeweils eine Masse von 1104,2 nachgewiesen werden.

Das bedeutet, dass die jeweiligen Dimere der MH163 Isomere kein von den Monomeren
verschiedenes chromatisches Retentionsverhalten aufweisen und somit auch nicht abgetrennt
werden konnten. Ob die Dimere bereits vor dem Losen im Feststoff vorhanden waren,
wihrend der Belichtung der Losung entstanden sind oder lediglich bei der Ionisierung im
Massenspektrometer gebildet wurden, bleibt ungewiss. Der zusitzliche, neu entstandene Spot
resultiert demnach nicht von den dimerisierten Isomeren von MH163.

Die Bestimmung der Masse, der nun unbekannten Fraktion gestaltete sich als schwierig. Bei

den normalen ESI-Bedingungen der Auftrags-MS-Messung wurden Spektren mit sehr vielen,
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verschiedenen Signalen erhalten. Aufgrund des Wissens, dass es sich nur um eine Substanz
handeln kann (prizise Trennung iiber die NP-Sdulenchromatographie) wurde angenommen,
dass die Substanz nicht hinreichend stabil ist und wihrend der Ionisierung im
Massenspektrometer zerstort wird. Verschiedene Versuche wurden unternommen um die
Masse dennoch zu bestimmen. Schonendere ESI-Bedingungen und Maldi-Messungen in DHB
(2,5-Dihydroxybenzoesiure) fiihrten nach mehreren Versuchen schlieflich und in
Ubereinstimmung zueinander zu einer Masse von 376,1 g/mol.

Durch Strukturiiberlegungen zum Ausgangsmolekiil von MH163 ergab sich die Vermutung,
dass es zu einer Umlagerung zu einem Coumarin-Derivat gegkommen sein konnte. Die
gefundene Masse (376,1 g/mol) entspricht der exakten Masse (376,13 g/mol) des unten
gezeigten vermuteten Coumarinderivates (Abb.26).

Eine Strukturumwandlung von einer Zimtsdure zu einem Coumarinderivat wurde bislang in
der Literatur nicht beschrieben. Lediglich die Koexistenz in den diversen Zimtarten wurde
nachgewiesen. Dabei zeigten giinstigere asiatische Zimtarten, auch als Cassia bekannt (z.B.
Cinnamomum burmannii aus Indonesien) hohere Coumaringehalte [168], welche eventuell
aus den dortigen klimatischen Bedingungen resultieren konnten. Die hier vorgeschlagene
Umlagerungsreaktion kdnnte aber auch wihrend giinstiger Trocknungsprozesse des Zimts im

Sonnenlicht stattgefunden haben.

CF,

Abb. 26: Mogliches Coumarinderivat nach Umlagerungsreaktion von MH163 im Sonnenlicht

Der Umlagerungsprozess konnte nach dem potentiellen Mechanismus stattfinden, der in Abb.
27 dargestellt ist. Unter kurzzeitiger Authebung der Aromatizitit, eventuell durch die
Energiezufuhr in Form des Lichtes, kommt es zum Ringschluss. Durch Abspaltung der

Seitenkette (R) und der Re-Aromatisierung des Zwischenzustandes bildet sich das
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Coumarinderivat. Ob andere Energieformen, wie Erwidrmung die Reaktion ebenfalls auslosen

wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.
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Abb. 27: Vorgeschlagener Mechanismus zur Bildung des Coumarin-Derivates, als mogliches

Umlagerungsprodukt von MH163

Zur Identititsaufklarung des Umlagerungsproduktes wurden, neben den
massenspektrometrischen Untersuchungen, 1H und 13C-NMR-Spektren der unbekannten
Verbindung aufgenommen und mit den Spektren von frisch gelostem MH163 verglichen.
Zusitzlich wurden NMR Spektren fiir das vermutete Coumarin-Derivat simuliert.

32
CF4

24

GF CF
B e 1 0

Abb. 28: Nummerierung der Atome von MH163 und des Coumarinderivates fiir die Auswertung der NMR-

Spektren
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Der Vergleich der 1H-Spektren von unbelichteter Probe und des isolierten
Umlagerungsproduktes zeigte folgende Unterschiede: Das Integral des Singulett der Protonen
an Position 18 und 20 im MH163 Molekiil mit einer chemischen Verschiebung von 5,23 ppm
(unbelichtet) bzw. an Position 8 im Coumarinderivat bei 5,28 ppm verringert sich von 4 auf 2
Protonen. Durch die zwei vorhandenen Seitenketten an O16 und O17 im MH163 Molekiil
ergeben sich in der unbelichteten Probe 2 x 2 Protonen an C18 und C20. Bei der isolierten
Umlagerungsstruktur sind nur noch zwei dieser Protonen an C8 nachzuweisen, was fiir die
Abspaltung einer der Seitenketten spricht.

Im aromatischen Bereich kommt es ebenfalls zu Veridnderungen. Das charakteristische
Dublett bei einer chemischen Verschiebung von 6,90 ppm verschwindet. Dafiir findet sich bei
7,34 ppm ein deutlich verschobenes Triplett. Dies spricht fiir eine erhohte chemische
Abschirmung des Protons an Position 4, welches sich durch das neue annelierte System,
ergeben konnte.

Um zu bestitigen, dass es wihrend der Umlagerung zu einem Ringschluss kommt, wurden
2D NMR Spektren aufgenommen und ausgewertet. Diese Auswertungen fiihrten zu einer
schliissigen Zuordnung der Signale in den 13C Spektren. Die signifikantesten
Verschiebungen der Signale sind in Abb.28, durch eine Uberlagerung der 13C Spektren
zwischen frisch gelostem, unbelichtetem MH163 (blaues Spektrum) und dem isoliertem
Umlagerungsprodukt (rotes-schwarzes Spektrum), dargestellt.

Das Signal des Kohlenstoffatom C7 aus MH163 Molekiil verschiebt sich aufgrund einer
groBeren Abschirmung zu groleren chemischen Verschiebungen. Auch die Position vom C6-
Signal verschiebt sich zu groleren ppm. Das Signal des Kohlenstoffatoms der Sauregruppe
verschiebt sich im Gegenzug dazu zu kleineren chemischen Verschiebungen. All diese
Verinderungen sprechen fiir eine neue chemische Umgebung an den beteiligten C-Atomen,
die aus einem Ringschluss resultieren kann.

Die Auswertung der NMR Spektren unterstiitzt somit die Theorie, dass sich das

vorgeschlagene Coumarinderivat gebildet hat.
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Abb. 29: Uberlagerte 13C-NMR Spektren von unbelichtetem MH163 (blaues Spektrum) und dem isolierten

Umlagerungsprodukt nach einmonatiger Belichtung einer methanolischen MH163 Losung (rotes Spektrum)

Die in den simulierten Spektren gezeigten Signale konnten alle, mit leichten Abweichungen in

der chemischen Verschiebung, in den gemessenen Spektren wiedergefunden werden.

Zusitzlich existieren jedoch weitere Signale in den gemessenen NMR Spektren, die deutlich
kleinere Intensitéten, als die eindeutig zuzuordnenden Signale, aufweisen. Woher diese
Signale stammen konnte nicht eindeutig geklirt werden.

Eine Vermutung ist, dass es auch an der entsprechenden Doppelbindung der Coumarine,
zwischen C19 und C20, zu einer Dimerisierung kommen kann. Diese Dimere wéren
chromatographisch wiederum nicht vom Monomer trennbar und kénnten somit, analog zu den
Dimeren des Zimtsdurederivates MH163, in der isolierten Fraktion nach der NP-
Saulenchromatographie enthalten sein und zu den zusétzlichen schwachen NMR Signalen
fiihren. Aus diesem Grund wurde eine Literaturrecherche durchgefiihrt, um zu iiberpriifen ob
es Erkenntnisse dariiber gibt, ob auch Coumarin-Derivate an der erwéhnten Doppelbindung
dimerisieren konnen.

Die Literaturrecherche bestitigte die Vermutung zur photoinduzierten Dimerisierung von

Coumarin-Derivaten [169]. Die entsprechende Masse konnte jedoch nicht in den, ohnehin
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schwierig zu erhaltenen, Massenspektren gezeigt werden. Eine Ursache fiir die vielen kleinen,
zusitzlichen Signale konnte eine mogliche Fragmentierung bei der Ionisierung im
Massenspektrometer sein. Eventuell kann das Dimer, aufgrund schlechter Flugfahigkeiten,
nicht mit dem verwendeten Massenanalysator detektiert werden. Die Instabilitiit des Molekiils
konnte ebenfalls Ursache fiir die zusétzlichen NMR-Signale sein.

Die, aufgrund der Masse stattgefundene Strukturiiberlegung, die zum beschriebenen
Coumarinderivat gefiihrt hat, konnte durch NMR-spektrometrische Untersuchungen
zusitzlich gestiitzt werden. Dass es sich um ein anderes Molekiil handelt, welches eine
identische, exakte Masse aufweist, sich ebenfalls chemisch vom Ausgangsmolekiil MH163

ableiten ldsst, aber eine andere Struktur aufweist, ist sehr unwahrscheinlich.

VILS Diskussion der Methodenentwicklung fiir MH163

Aufgrund der Erstellung von ersten Kalibriergeraden aus einer frisch bereiteten Stammldsung
fielen die Instabilititen zunéchst nicht auf. Es konnte eine LC-MS-Methode entwickelt
werden, die ausreichend empfindlich war. Der Vergleich erneuter Injektionen zwischen erster
Messung und einer weiteren Messung nach 24 h zeigte Auffilligkeiten beziiglich einer
deutlich geringeren Intensitédt der Signale und der Aufspaltung des Signals in zwei Peaks.
Diese Veridnderungen wurden anschlieBend ausgiebig untersucht.

Da die zwei Peaks, auf der gleichen Massenspur detektiert werden konnten musste es sich um
eine verdnderte Form des Molekiils mit der gleichen Masse handeln. Die E/Z-Isomerisierung
an der Doppelbindung der Zimtsduregruppe stellt demnach die wahrscheinlichste Ursache
dafiir dar.

Versuche beide Peaks durch eine fehlende Basislinientrennung gemeinsam zu integrieren um
den Gehalt beider Molekiile zu erhalten und somit zumindest eine Quantifizierung der
Gesamtmenge zu ermoglichen schlugen fehl, da das Gesamtintegral beider Isomere zusitzlich
mit der Zeit abnahm. Es musste demnach noch ein weiterer Prozess in den untersuchten
Losungen stattfinden. Eine Literaturrecherche ergab den Hinweis auf einen photoinduzierten
Dimerisierungs-Effekt von Zimtsduren. Da auch die E/Z-Isomerisierung durch die
Einwirkung von Licht beschleunigt wird, wurde eine Losung mit 1 mg/mL MH163 in
Methanol fiir einen Monat dem Tageslicht ausgesetzt um eine moglichst vollstindige

Umsetzung von MH163 in die vermuteten Umlagerungsprodukte zu erhalten.
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Durch priparative chromatische Trennung wurden drei verschiedene Fraktionen erhalten und
analysiert. Zwei Fraktionen fiihrten zu einer identischen Masse. Diese Masse gehort zu den
beiden Isomeren von MH163. In beiden Fraktionen konnten auch die Dimere von MH163
nachgewiesen werden. Ob diese, wie in der Literatur beschrieben bereits im Feststoff vor dem
Losen vorhanden waren, durch die Reaktion der Substanz in der belichteten Losung auftrat
oder einfach das Ergebnis des lonisierungsprozesses bei der Massendetektion war, ist
ungewiss.

Es wurde deutlich, dass die dritte Fraktion nicht einem Dimer von MH163 zugeordnet werden
konnte. Die erhaltene Masse und eine davon ausgehende Strukturiiberlegung fiihrten zu einem
wahrscheinlichen Coumarinderivat. NMR-spektrometrische Untersuchungen konnten den
aufgezeigten Strukturvorschlag bekriftigen.

Aufgrund der kurzen Zeiten, die zum Abbau von MH163 fiihren ist es nicht eindeutig
auszuschlieen, dass die positiven in vitro Effekte auch von den Umlagerungsprodukten
resultieren konnen bzw. es ist unklar welche der vorliegenden Formen das Testergebnis
ausgelost hat.

Eine valide Quantifizierung von MH163, die die Richtlinien der FDA Guideline erfiillt, ist in
den sehr kurzen Zeitintervallen unter keinen Umsténden denkbar.

In allen in vitro Testsystemen wurde eine starke Zelltoxizitdt von MH163 bei hoheren
Konzentrationen beschrieben. Diese konnte aus dem entstehenden Coumarinderivat
resultieren, da eine Toxizitit von manchen Vertretern dieser Substanzklasse auch im
Menschen in der Literatur ausfiihrlich beschrieben wird [170], [171], [172].

Aus all diesen Griinden schied die Verbindung MH163 aus der weiteren
Methodenentwicklung und -Validierung aus und geplante in vivo Tierstudien wurden

abgesagt.
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Mit einer immer weiter steigenden Lebenserwartung, steigt auch die Anzahl der an Alzheimer
erkrankten Patienten stetig an. Die Kosten fiir die Versorgung dieser Patienten sind fiir das
Gesundheitssystem weltweit immens.

Bislang fiihrten alle Therapiebemiihungen zu mangelhaften Erfolgen. Die zurzeit
zugelassenen Medikamente, die Acetylcholinesterase-Hemmer Donepezil, Rivastigmin und
Galantamin und der Glutamat-Rezeptorantagonist Memantin, dienen ausschlieflich der
Behandlung der Symptome. Ein medikamentdses Eingreifen in den Krankheitsverlauf und die
Beeinflussung der auslosenden Faktoren konnte, trotz eines hohen Forschungsaufwandes
bislang nicht realisiert werden. Eine moglichst frithzeitige Therapie hat sich jedoch als
essentiell herauskristallisiert. Vielversprechende neue Wirkstoffe konnten demnach im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf keine Wirkung zeigen. Die Entwicklung einer

frithzeitigen Diagnosemdglichkeit ist demnach von enormer Bedeutung.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der quantitativen analytischen Charakterisierung zweier
Substanzen, die sich auf drei relevante Bereiche auswirken, die fiir die Entwicklung und das
Fortschreiten der Alzheimer Krankheit verantwortlich gemacht werden. Die y-Sekretase, die
an der Entstehung der toxischen AB-Peptide beteiligt ist, die dann durch Agglomerisierung zu
den charakteristischen pathologischen AB-Plaques fiithren. Der nukleire Rezeptor PPARY,
welcher an der Genexpression vor allem inflammatorischer Faktoren im Gehirn beteiligt ist
und weitere AD relevante Vorginge wie den Abbau der AB-Peptide beeinflusst. Und
schlieBlich die mitochondriale Dysfunktion, die zur verringerten Energieversorgung der
Neuronen und schlieflich zum Untergang von Synapsen und ganzer Neuronen fiihren kann.
Diese drei Bereiche konnten in vitro durch die zwei untersuchten Substanzen MH84, einem
Pirinixinsdurederivat und MH163, einem Zimstsdurederivat, positiv beeinflusst werden.
Aus diesem Grund wurden in vivo Studien zu beiden Verbindungen an Miusen geplant, die
die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften der Substanzen

untersuchen sollten.

Im Vorfeld dieser Studien wurden analytische Methoden entwickelt um die Substanzen aus
den biologischen Proben bestimmen zu kdnnen. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf einer
besonders hohen Empfindlichkeit um auch sehr kleine Konzentrationen, die sich im

Hirngewebe der Tiere ergeben konnen, zweifelsfrei bestimmen zu konnen.
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Diese Anforderung wurde gestellt, da die Substanzen auf ihre ZNS Bioverfiigbarkeit getestet
werden sollten. Die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranken ist von essentieller Bedeutung fiir
Substanzen, die bei Alzheimer wirken sollen. Dies haben gescheiterte Therapiebemiihungen
zu den Wirkstoffen Rosiglitazon und Pioglitazon gezeigt, die aufgrund der geringen ZNS-

Konzentrationen zu keinen signifikanten Verbesserungen der AD Symptomatik fiihrten.

Die Entwicklung der Analytik-Methode fiir MH84 fiihrte zu einer validen LC-MS-Methode.
Dabei wurde eine MultoHigh 100 RP 18-5u, 125 x 4 mm HPLC Siule verwendet. Die
Trennung erfolgte isokratisch mit einer Flussrate von 1 mL/min und einer
FlieBmittelzusammensetzung von 89% Methanol und 11% Ameisensédure (0,1%). Die
Detektion erfolgte iiber ein MicrOTOF-QII Massenspektrometer unter Verwendung einer
APCI-Quelle zur Ionisierung von MH84.

Bei einem Injektionsvolumen von 100 uL zur Analyse von aufgearbeiteten Hirnproben ergab
sich ein LOQ von 0,76 ng/mL und ein LOD von 0,23 ng/mL. Aufgrund der hoheren
erwarteten Konzentrationen im Plasma wurde fiir die Entwicklung der Methode fiir die
Plasmaaufarbeitung zur Schonung der LC-MS Anlage ein Injektionsvolumen von 50 pLL
festgelegt. Der LOQ lag bei diesen Messungen bei 1,44 ng/mL und der LOD bei 0,43 ng/mL.
Die Probenaufarbeitung aus dem Plasma und Hirnhomogenat erfolgte mit Hilfe einer Fliissig-
Fliissig-Extraktion an der Festphase, nach vorheriger Proteinfidllung mit Aceton.

Die entwickelte, empfindliche Methode fiir die Quantifizierung von MH84 wurde
anschlieend nach der FDA Guideline fiir bioanalytische Methodenentwicklung validiert. Fiir
samtliche Untersuchungen wurden Kalibriergeraden in den Matrices verwendet, um Matrix-
Einfliisse auf die Ergebnisse ausschliefen zu konnen.

Aufgrund von einer nicht ausreichenden Menge an Leermatrix der Maus, die fiir die
Validierung zur Verfiigung stehen muss, wurden Ersatzmatrices verwendet. Anstelle von
Mausplasma wurde Rattenplasma verwendet und anstelle von Mausehirn konnte die
Validierung mit einem Homogenat aus Schweinehirn durchgefiihrt werden. Dieses
Ausweichverfahren wurde durch eine Crossvalidierung auf dessen uneingeschrinkte Eignung
untersucht. Es konnten keine Unterschiede zwischen den Matrices festgestellt werden.

Alle Validierungsparameter beziiglich der Stabilitdt von MH84 und der messtechnischen
Parameter der analytischen Methode inklusive der Probenaufarbeitung, konnten den
Anforderungen der FDA Guideline nach einer maximalen Abweichung des

Analysenergebnisses von 15% vom wahren Wert gerecht werden.

88



VIII Zusammenfassung der vorliegenden Gesamtarbeit

Die validierte Analytik-Methode konnte anschlieBend fiir die Quantifizierung von MH84 aus
dem Plasma und dem Hirn der Miuse aus einer Pharmakokinetik-Studie verwendet werden.
Dabei wurde den Tieren einmalig 12 mg/Kg MH84 in PEG400 mittels Schlundsonde oral
verabreicht. Pro untersuchtem Zeitpunkt wurden 6 Tiere verwendet um das gesamte
pharmakokinetische Profil zwischen 0,5 h und 48 h ausreichend genau zu bestimmen. MH84
ist oral verfligbar und gelangt sehr schnell ins Blut. Die maximale Plasma-Konzentration lag
bei 10,90 pg/mL und wurde nach drei Stunden erreicht. Im Gehirn stieg die Konzentration
ebenfalls schnell an aber blieb in einem Zeitbereich zwischen 1,5 und 6 Stunden nahezu
konstant. Die maximale Konzentration in diesem Zeitraum lag bei 320,64 ng/g. Wihrend die
Konzentration von MH84 relativ schnell im Blut abnimmt und nach 12 h nur noch weniger
als 20% der maximalen Menge nachgewiesen werden konnten, verlief die
Konzentrationsabnahme im Gehirn deutlich zeitverzogert. Nach 12 h konnten noch ca. 75%
des maximal bestimmten MH84 quantifiziert werden. Dieses veridnderte pharmakokinetische
Verhalten beweist die ZNS-Gingigkeit von MH84.

Aufgrund geringer Mengen an MH84, die nach 24h noch im ZNS nachweisbar waren, wurde
eine ZNS-Akkumulationsstudie durchgefiihrt um eventuelle Anreicherungseffekte bei 3-
wochiger, tiglicher Gase von 12 mg/Kg zu untersuchen. Es konnte jedoch keine
Anreicherung gezeigt werden, da die bestimmten Konzentrationen nach den drei Wochen im

vergleichbaren Bereich zur Pharmakokinetik-Studie lagen.

In zwei 3-wochigen pharmakodynamischen Studien an transgenen, Thy1-APPgs;, Méusen
wurde die Wirksamkeit von MH84 beziiglich des verwendeten Krankheitsmodells untersucht.
In beiden Studien konnte eine geringe Tendenz beziiglich der Verringerung der Ap-Spiegel
durch MH84 gezeigt werden.

Zusitzlich wurden in diesen Studien Parameter untersucht, die die Funktion der
Mitochondrien charakterisieren. Diese Parameter waren das mitochondriale
Membranpotential (MMP), die ATP-Spiegel und die Aktivitit der einzelnen Komplexe der
Atmungskette. In beiden Studien konnten diese Parameter im Vergleich zu den nicht-

transgenen Kontrolltieren vollstindig wieder hergestellt werden.
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Die Methodenentwicklung der zweiten, ausgewihlten Substanz MH163 konnte ebenfalls mit
Hilfe der MultoHigh 100 RP 18-5u, 125 x 4 mm HPLC Séule durchgefiihrt werden. Ein
isokratisches FlieBmittelgemisch von 88,5% Methanol und 11.5% Ameisensiure (0,1%)
fiihrte bei einer Flussrate von 1 mL/min zu einer Retentionszeit, die mogliche Matrix-Reste
nach der Probenaufarbeitung vom MH163-Peak abtrennt und eine Basislinientrennung zum
ausgewihlten internen Standard DF22 ermdglicht. Als Detektor wurde wiederum das
MicrOTOF-QII Massenspektrometer unter Verwendung einer APCI-Quelle zur Ionisierung
verwendet.

Die Empfindlichkeit der neuen Methode lag mit einem Injektionsvolumen von 50 pL bei
einem LOQ von 1,1 ng/mL und einem LOD von 0,3 ng/mL. Leider konnte diese
Empfindlichkeit nur unter Verwendung von frisch gelostem Analyten bestimmt werden. Nach
kurzer Zeit kam es unter Lichteinfluss zur E/Z-Isomerisierung und somit zu zwei
verschiedenen MH163 Peaks. Der neu entstandene Peak des Z-Isomers koeluierte mit dem
internen Standard. Ein Versuch die Quantifizierung tiber das Gesamtintegral beider Peaks zu
ermdglichen schlug fehl, da sich dieses zusitzlich zeitabhingig abnahm.

Eine Literaturrecherche fiihrte zu der Vermutung, dass sich photo-induzierte Dimere der
Zimtsdure gebildet haben konnten. Eine Untersuchung der abgetrennten, unbekannten
Fraktion konnte jedoch zeigen, dass diese nicht aus den vermuteten Dimeren bestand.
Stattdessen konnten die Massen der Dimere in den Fraktionen der Monomere der E/Z-
Isomere nachgewiesen werden.

Die Masse des unbekannten Umlagerungsproduktes konnte durch schonende Parameter bei
der ESI- und Maldimessung bestimmt werden. Ausgehend vom MH163-Molekiil wurden
Strukturiiberlegungen unternommen, die zu einem Molekiil mit der identifizierten Masse
gefiihrt haben konnten. Ein Coumarinderivat wies die exakte Masse auf und konnte durch
NMR-spektrometrische Untersuchungen als wahrscheinliches Umlagerungsprodukt
identifiziert werden.

Viele verschiedene Molekiile konnten also wihrend der in vitro Testungen ausgehend von
MH163 vorgelegen haben und die Effekte in den Testsystemen verursacht haben. Eine valide
Quantifizierung von MH163 in einem fiir die Probenaufarbeitung und —messung benétigten
Zeitrahmen ist nicht moglich, da die Umlagerung bereits innerhalb der ersten 5 Stunden nach
der Herstellung zu einem Verlust von etwa 23% der Menge an MH163 fiihrt.

Die nachgewiesenen Stabilitidtsprobleme fiihrten schlieBlich zu einer Aufgabe der weiteren
Methodenentwicklung und —validierung sowie zu einer Verwerfung der geplanten in vivo

Tierstudien zu MH163.
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ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of dementia. Since no causative treatment is available,
new therapeutic options are utmost needed. Several pirinixic acid derivatives, including MH84 (2-((4,6-
bis(4-(trifluoromethyl)phenethoxy)pyrimidin-2-yl)thio)hexanoic acid), have shown promising in vitro
results as y-secretase modulators as well as PPARY activators as potential pharmacological compounds
against AD.

Using a newly developed and validated sensitive LC-MS (APCI-qTOF mass analyzer) method, the phar-
macokinetic and long-term accumulating properties as well as the blood-brain-barrier permeability of
MH84 were evaluated in a preclinical animal study. MH84 was administered to mice by oral gavage with
a dose of 12 mg/kg. Nine time points from 0.5 to 48 h with 6 animals per point were investigated. Addi-
tionally 6 animals were fed daily, for 21 days with an identical dose to determine possible long-term
accumulation in plasma and brain tissue.

The sample preparation was performed by a liquid-liquid extraction on Extrelut® columns whereas
the LC separation was operated on a MulthoHigh 100 RP 18-5 p column (125 x 4 mm) using an isocratic
mobile phase of formic acid (0.1% (v/v))-methanol mixture (11:89 (v/v)) at a flow rate of 1 ml/min. The
validation confirmed the new LC-MS method to be precise, accurate and reliable. After oral application,
Cmax and Tnax of unmetabolized MH84 was determined to be 10.90 wg/ml and 3 h in plasma. In brain
tissue a constant level of 300 to maximum 320.64 ng/g was found after 1.5-6 h. Daily gavage for 21 days
did not lead to a long-term drug accumulation in the brain. The efficacy of the obtained MH84 levels

needs to be investigated in further preclinical pharmacodynamic animal studies.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Over the last three decades enormous efforts were made to
understand the neurobiological mechanisms of Alzheimer’s disease
(AD). Besides the typical well characterized pathological hall-
marks of extracellular amyloid-3 deposits and intracellular tau
tangles, many other changes were found in the brain of Alzheimer’s
patients. These changes comprise inflammatory responses, insulin
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0731-7085/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

deficiency and activated microglia leading to synaptic dysfunction
and neural loss [1,2]. The identification of the interplay between
these alterations is a main current topic of research.

The investigated compound MH84 is a small molecule,
which shows a dual activity concerning two important neu-
robiological targets of Alzheimer’s disease: <y-secretase and
PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor gamma). MH84
was chosen based on the most desirable in vitro activity (y-
secretase: 1C50(APB42)=6.0 uM; EC50(APB38)=1.8 .M and PPARY:
ECs50=11.0 M, max. activation: 112%) of a small in-house synthe-
sized SAR library [3].

Along with [3-secretase, y-secretase is responsible for the
amyloidogenic cleavage of amyloid-{3 precursor protein (APP) pro-
ducing AP 37-43 peptides and cell signaling peptides in normal
and pathological pathways [4,5]. It is an aspartyl protease com-
plex with presenilin in the catalytic center. In AD the cleavage
process is altered leading to an excessive formation of A342. This
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peptide has a high tendency to form oligomers and fibrils [6], which
are toxic in neuronal cell cultures [7]. Due to interferences with
the physiological Notch signaling pathway, the pharmacological
use of y-secretase inhibitors is limited [8]. Therefore y-secretase
modulators that shift the APP cleavage from A342 to shorter more
soluble and less toxic AB38, which do not alter the Notch signaling
pathway, might be more desirable [9].

PPARYy, a nuclear receptor regulating lipid and carbohydrate
metabolism represents another promising target for AD ther-
apy [10]. Agonists of PPARYy directly influence the APP cleavage
by suppressing the transcription of APP processing enzyme
BACE1 (P-secretase) thus leading to decreased AP levels [11].
Besides the alteration of AB production, the clearance of pre-
existing excessive A by microglia and IDE (insulin-degrading
enzyme) is affected by PPARy. In AD microglia are chronically
activated leading to a continuous microglial-driven inflamma-
tion [12]. The chronic inflammation has a negative impact on
microglial clearance functions and leads to cytotoxic effects.
It was reported that the stimulation by PPARYy agonists (DSP-
8658 and pioglitazone) enhances the degradation of AB by
microglia [12] and inhibits proinflammatory gene expression
[13,14]. Additionally, inflammation is proposed to be the link to
the formation of neurofibrillary tangles by changing the substrate
specificity of kinases/phosphatases leading to tau phosphorylation
[15].

Currently, there is a controversial discussion, if elevated serum
cholesterol levels increase the incidence of AD [ 16]. Obviously, sev-
eral genes regulating the cholesterol homeostasis are linked to
AD. The best described are ApoE (Apolipoprotein E) and ABCA1
(ATP-binding cassette A1). The ApoE4 allele is proven to be the
principal genetic risk factor for the sporadic late-onset variant of
the disease [17]. The activation of PPARy and Liver X receptors
(LXRs) can increase brain ApoE and ABCA1 levels. This improves A3
degradation and leads to reduced A levels and plaque formation
[18,19].

The risk of developing AD in patients with type 2 diabetes
is twice as high in healthy patients [20]. Brain insulin receptor
signaling is significantly decreased in AD according to insulin resis-
tance [21]. IDE, which is reduced in the brain of late-onset AD
patients, degrades extracellular AP [22]. PPARy agonists increase
IDE expression and its proteolytic activity resulting in decreased
extracellular A3 levels [23].

Thus, MH84 with its action on both +y-secretase and PPARYy,
represents a promising pharmacological compound for further pre-
clinical and clinical investigations. We determined MH84 in plasma
and brain tissue and thereby obtained the pharmacokinetic profiles
using a newly developed and validated sensitive LC-MS method.

2. Experimental
2.1. Materials

MH84 and its internal standard (MH41) were obtained by in-
house synthesis. The purity was proven by NMR and MS spectra
as well as elementary analysis. The Extrelut® liquid-liquid sepa-
ration columns were purchased by VWR international. PALL GHP
Acrodisc syringe filters (45 pom GHP membrane) were obtained
from Analytics shop.com (Altmann Analytik). Methanol (LC-MS),
formic acid (0.1%; LC-MS), tert-butylmethylether (HPLC) and TRIS
ultra quality (>99.9%) for buffer preparation were purchased by
Carl Roth Germany. Water used for the buffer preparation and
water-methanol (50:50, v/v) mixture was obtained by additional
distilling of water obtained by a purifying system (ELGA, Purelab
Ultra®).

2.2. Solution and sample preparation

2.2.1. Preparation of stock solutions

A freshly weight amount of MH84 (500-1000 g) was dissolved
in 1ml DMSO and further diluted with DMSO to obtain DMSO
stock solution (250 pg/ml). This solution was further diluted with
methanol-water mixture (50:50, v/v) for spiking solutions. The
maximum content of DMSO at the spiked calibration point is 0.1%
(at a concentration of 250ng/ml in mouse plasma). The internal
standard solution (c=1 pg/ml) was obtained by the same proce-
dure.

2.2.2. Preparation of calibration curves and QC solutions from
plasma

MH84 from solutions in methanol-water (50:50, v/v) was
spiked to 30 ul of rat plasma to concentrations between 20 and
250ng/ml to get a matrix-assisted calibration curve. Therefore,
an amount of 370 ul water, 100 ul of internal standard solution
(1 wg/ml) and 400 pl of acetone for protein precipitation were
added (total volume 1 ml). The QC samples were obtained in the
same manner to get low QC (20ng/ml), mid QC (100 ng/ml) and
high QC (200 ng/ml) solutions. The equivalence of rat and mouse
plasma (samples from the application study) was proved in a cross-
validation measurement. The plasma from the application study
was obtained by centrifugation at only 900 x g for 10 min to pre-
vent centrifugation deficiency (induced by high molecular weight
of MH84) observed during method development. Samples from
the application study, which exceeded the calibration range were
diluted with rat plasma to quantify the amount by recalculation.
For pharmacokinetic values obtained after 24 and 48 h, a calibra-
tion curve in the upper concentration range (up to 2 ng/ml) was
used to quantify small concentrations of MH84.

2.2.3. Preparation of calibration curves and QC solutions from
brain tissue

A homogenate of pig brain (188.9g) in TRIS buffer (5mM,
pH=7.4) was obtained preparing 10% (w/w) brain to TRIS buffer
in an ultra-turrax homogenating step (3 min, 10.000 rpm). Aliquots
of this homogenate were frozen at —20°C and used for calibra-
tion curves and QC samples. The homogenates from samples of the
application studies were obtained by ultra-turrax procedure (20s,
8000 rpm)in 10% (w/w) mouse brain to TRIS buffer. The homogena-
tion time and rate gave comparable results due to different amounts
of brain used for the homogenate. The equivalence of pig brain
and mouse brain homogenate was proven in a cross-validation
measurement. For the preparation of calibration curves, QC sam-
ples and samples from the application study, 400 wl brain tissue
homogenate was used. Two different calibration curves had to be
utilized to meet validation criteria of precision and accuracy. There-
fore MH84 was spiked from solution in methanol-water (50:50,
v/v) in a concentration range 2-20 ng/ml (low concentration cal-
ibration curve) and 20-150 ng/ml (high concentration calibration
curve). Additionally, 100 pl internal standard solution (c=1 pg/ml
in methanol-water (50:50, v/v)) and 400 w1 of acetone for protein
precipitation were added (total volume 1 ml). The QC samples were
prepared by the same procedure to get low QC (5ng/ml), mid QC
(20 ng/ml) and high QC (100 ng/m1l) due to the expected concentra-
tion range of the application study.

2.2.4. Sample preparation

For every calibration point, QC sample and sample from the
application study, 1 ml of matrix-solvent mixture containing MH84
and the internal standard was obtained (see Sections 2.2.2 and
2.2.3). The mixtures including brain homogenate were centrifuged
for 10 min at 900 x g. Afterwards 850 .l were taken from the super-
natant (brain homogenate) or matrix-solvent mixture (plasma)
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and were given on Extrelut® liquid-liquid extraction columns. After
15min 7 ml of tert-butylmethylether were given on the extrac-
tion columns to elute MH84 and the internal standard. The ether
was dried in a nitrogen flow of a heating device at 40°C. The dry
residue was resolved in 500 pl of a methanol-water (50:50, v/v)
mixture. Therefore all samples were treated with ultrasound for
15 min. Afterwards the solutions were filtered by syringe filters and
collected in the vials for the LC-MS autosampler.

2.2.5. Preparation of the solution for the oral application study

MH84 (42.0mg) was dissolved in polyethylenglycol 400
(PEG400, density 1.13 g/ml, added to a mass of 22.6 g) to a concen-
tration of 2.1 mg/ml. The concentration was calculated by assuming
that the maximum weight of mice is supposed to be 35g. For a
dose of 12 mg/kg the mice would receive an application volume
of 200 pl. Most mice had a weight of 24-30¢g allowing a lower
volume to be used (mass dependent: 140-170 pl). The solution
was aliquoted for each day of animal study and frozen at —20°C
to ensure fresh solution quality.

2.3. LC-MS analysis

The chromatographic separation was performed on a Multho-
High 100 RP 18-5 . column (125 x 4 mm). This column showed best
results in retention time, sensitivity and HPLC back pressure. Other
tested columns were Inertsil ODS-2 5 um (150 x 2.1 mm), Nucle-
odur 100-5 C18 ec (125 x 4mm), LiChrospher 100 RP 18-5w EC
(125 x 4mm) and Multospher 120 RP 18 HP-5 . (125 x 4 mm). The
isocratic mobile phase consisted of formic acid (0.1%)-methanol
(11/89, v/v) and was used at a flow rate of 1ml/min. The
extracted ion chromatograms (EICs) of MH84 m/z=603.2 and inter-
nal standard m/z=439.2 were obtained via APCI ionization in
positive ion mode and q-TOF mass spectrometer from Bruker®
(micrOTOF-Q II). Both molecules were analyzed by molecule peak
M+H*. The total duration of the HPLC run was 12min with a
retention time of 8.3 min for MH84 and 5.5 min for the internal
standard. For MS analysis, three segments were defined to sepa-
rate possible matrix residues, which elute near the injection peak
(segment 1: 0-4.5min, segment 2: 4.5-11 min and segment 3:
11-12 min). The APCI parameters in the detection segment were
optimized for MH84 leading to increased sensitivity in compari-
son to the higher concentration of the internal standard (Fig. 1:
chromatogram of processed brain tissue with 100 ng/ml of IS and
5ng/ml of MH84). Besides the chromatogram obtained by MS
detection, a chromatogram via UV detection was recorded simul-
taneously at a wave-length of 258 nm. The injection volume was
50 w1 for plasma samples and 100 .l for brain tissue samples.

2.4. Analytical method validation

The validation was performed according to the guideline of the
United States Food and Drug Administration (FDA) for bioanalytical
method validation revision 1, September 2013 [24].

The method was validated for linearity, precision and accuracy,
extraction recovery, selectivity, matrix effects, lower limit of quan-
tification (LLOQ), lower limit of detection (LLOD) and stability of
the investigated substance.

2.4.1. Linearity

To achieve maximum precision and accuracy freshly made cal-
ibration curves were processed with QC samples in the validation
procedure and during sample measurements from the application
study. For the determination of small amounts of MH84 (e.g. from
brain tissue analysis) a separate calibration curve was prepared
in the lower concentration range (2-20 ng/ml). Calibration curves
were plotted using the ratio of the peak areas of MH84 to IS against

MHB84 concentrations. A linear regression was used to fit the cali-
bration curves and prove linearity.

2.4.2. Selectivity, LLOQ and LLOD

To ensure the selectivity of the LC-MS method, the extracted ion
chromatograms of the molecule peaks M+H* MH84 and the inter-
nal standard were used. Possible matrix effects were eliminated by
using matrix-assisted calibration curves. All calibration points were
subjects to the conditions of the sample preparation procedure.

The lowest calibration concentrations were analyzed for the
determination of LLOQ and LLOD. LLOQ was accepted to be the ten-
fold signal to noise ratio whereas the LLOD was defined to be the
threefold signal-to noise-ratio.

2.4.3. Precision and accuracy

Intraday-assay precision and accuracy were determined by
twofold processing of calibration curves and 5 QC samples for each
concentration on 1 day (total n per concentration=10). The preci-
sion was calculated as relative standard deviation (RSD%) from the
mean of the 10 replications. The accuracy is given by comparison
of the mean measured concentration and the spiked concentration
(measured conc. x 100%/spiked conc.). Interday-assay precision
and accuracy were determined by processing calibration curve and
5 QC samples for each concentration on two different days (total n
per concentration = 10). Precision and accuracy were calculated as
for intraday-assay.

2.4.4. Extraction recovery and cross-validation

The extraction recovery (n=6 for each QC) was analyzed by
comparing the peak area ratio MH84/IS, which was obtained after
extraction with the ratio MH84/IS spiked after sample processing.
The internal standard was added before the extraction process to all
calibration points, QCs and samples from the application study to
detect systematic and random failures during sample processing
and measurement. The extraction recovery of the single area of
MH84 and IS was additionally determined.

Referring to the lack of blank matrix volume from mice, one
concentration was used to compare the extraction recovery results
between mouse and rat plasma as well as mouse brain tissue and
pig brain tissue. This analysis should prove the equality of the used
matrix species.

2.4.5. Stability

Stability measurements (n=3 for Low QC, Mid QC and High
QC) were performed to approve DMSO stock solution stability (2
months at RT), also matrix autosampler stability in processed solu-
tions for 48 h compared to the start value and freeze-thaw-stability
after three cycles and finally long-term stability (—20°C, 3 months).

2.5. Animal studies

Pharmacokinetic and long-term accumulation studies were per-
formed using young (3 months) male C57BL/6JRj mice obtained
from Janvier Labs, France. MH84 diluted in polyethylene glycol 400
(PEG400) was given orally at a concentration of 12 mg/kg. In the
pharmacokinetic study, the animals received MH84 by single gav-
age and were anesthetized with isofluran after the individual time
point. Nine time points were chosen (0.5, 1, 1.5, 2, 3, 6, 12, 24, 48 h)
for the determination of the pharmacokinetic profile. The plasma
was obtained by collecting the blood after decapitation in hep-
arinized Eppendorf tubes and centrifugation for 15 min at 900 x g.
The whole brain was removed and snap frozen in liquid nitrogen
until transfer into the —20 °C freezer. For each time point 6 animals
were used. For the accumulation study 6 animals were daily given
MH84 by oral gavage for 21 days. These samples were collected
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Fig. 1. EICs of IS (c=100ng/ml) and MH84 (c=5 ng/ml) obtained by spiking MH84 and IS to pig brain tissue homogenate before sample processing overlaid by the blank
chromatograms of both EICs from pig brain homogenate, all mass traces are not smoothed.

approximately 20 h after the last MH84 gavage in the same way as
for the pharmacokinetic study.

Animals were handled according to the German guidelines for
animal care; they had access to water and food ad libitum and were
kept in a 12 h light/dark cycle.

All experiments were carried out by individuals with appro-
priate training and experience according to the requirements of
the Federation of European Laboratory Animal Science Associa-
tions and the European Communities Council Directive (Directive
2010/63/EU; permission ID: FU/1004).

3. Results
3.1. Analytical method validation

A sensitive and selective method for the quantification of MH84
from mouse plasma and brain tissue was developed.

A typical chromatogram of MH84 and IS showed a clearly sepa-
rated retention of both analytes (Fig. 1).

All parameters of the analytical method validation such as
linearity, precision and accuracy, extraction recovery, selectivity,
matrix effects, lower limit of quantification (LLOQ), lower limit of
detection (LLOD) and stability of the investigated substance ful-
filled the requirements of the FDA guideline [24] and are described
in detail below.

3.1.1. Linearity

Concentration dependent matrix-assisted calibration curves
were used concerning the lack of consistent linearity over the whole
quantification range. The curves were obtained by spiking the
individual amount of MH84 and IS to the matrix-solvent-mixture
before sample processing procedure. For low concentrations a
calibration curve from 2 to 20ng/ml was used, whereas for
higher concentrations another linear calibration curve from 20 to
250 ng/ml was available. Linearity was confirmed by a correlation
coefficient >0.99.

3.1.2. Selectivity, matrix effects, LLOQ and LLOD

The required selectivity of the method was achieved by analyz-
ing the M+H* EICs of MH84 and the internal standard (m/z=603.2
and 439.2). The APCI parameters were adjusted to obtain optimal
sensitivity for MH84 in comparison to IS. This is obvious in Fig. 1
where the EICs of IS (c=100 ng/ml) and MH84 (c=5 ng/ml) are rep-
resented.

Additionally Fig. 1 includes the EICs of MH84 and IS of a blank
pig brain sample. No interference in the EICs was found in all chro-
matograms of either blank plasma or blank brain homogenate.

The LLOQ and LLOD were determined by analyzing the signal-
to-noise ratio of the EIC of MH84. A tenfold ratio was defined to be
the LLOQ and a threefold ratio characterizes the LLOD, according to
the regulations in the FDA guideline.

For plasma, the LLOQ of the method was found to be 1.44 ng/ml
corresponding to 48.00ng/ml plasma. The LLOD is 0.43 ng/ml,
which is 14.33 ng/ml in plasma.

For brain, a LLOQ of 0.76 ng/ml was obtained, corresponding to
20.90 ng/g in brain tissue. The LLOD is 0.23 ng/ml, which is equal to
6.33 ng/g in brain tissue.

3.1.3. Precision and accuracy

The determination of precision and accuracy serves as an indi-
cator for the correctness and reliability of the used method. The
FDA guideline gives a limit of max. 15% deviation in precision and
accuracy.

In plasma the accuracy in intra- and interday-assay ranged
between 96.39 and 102.12% with a precision between 5.94 and
10.36% (Table 1).

The results for the analysis of brain tissue homogenate were
more precise (2.96-5.23% RSD) for intra- and interday assay due
to the greater volume of matrix solution used for sample prepara-
tion (400 wl compared to 30 wl for plasma analysis). The accuracy
ranged between 98.51 and 106.29% (Table 2).

Therefore, all results for plasma and brain covering low, mid and
high QCs comply with the limitations of the FDA guideline.
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Table 1
Results of precision and accuracy measurements of MH84 in rat plasma.

Precision and accuracy of intraday-assay and interday-assay for the quantification of MH84 in plasma

Intraday-assay (n=10)

Interday-assay (n=10)

Spiked MH84 conc. [ng/ml] Measured MH84 conc. [ng/ml] Precision RSD%* Accuracy %* Measured MH84 conc. [ng/ml] Precision RSD%* Accuracy %°

LowQC 20 20.35 10.36
Mid QC 100 102.12 9.12
High QC 200 192.78 5.94

101.74 20.23 8.68 101.14
102.12 100.35 7.35 100.35
96.39 202.86 9.02 101.43

2 %RSD =(Standard Deviation/Mean) x 100%.
b % =Measured x 100%/Spiked.

Table 2

Results of precision and accuracy measurements of MH84 in pig brain homogenate.

Precision and accuracy of intraday-assay and interday-assay for the quantification of MH84 in brain tissue

Intraday-assay (n=10)

Interday-assay (n=10)

Spiked MH84 conc. [ng/ml] Measured MH84 conc. [ng/ml] Precision RSD%* Accuracy %” Measured MH84 conc. [ng/ml] Precision RSD%* Accuracy %°

Low QC 5 5.23 3.30
Mid QC 20 19.70 4.52
High QC 100 101.66 4.45

104.59 5.31 2.96 106.29
98.51 20.42 523 102.12
101.66 104.72 4.76 104.72

2 %RSD =(Standard Deviation/Mean) x 100%.
b %=Measured x 100%/Spiked.

Table 3

Results of the determination of the extraction recovery of sample processing of MH84 in rat plasma and pig brain homogenate.

Extraction recovery of MH84/IS

Plasma (n=6)

Brain tissue (n=6)

Spiked MH84 conc. [ng/ml]

Extr. recovery MH84/IS [%]

Spiked MH84 conc. [ng/ml] Extr. Recovery MH84/IS [%]

Low QC 20 96.36 + 3.52
Mid QC 100 99.45 + 4.47
High QC 200 98.51 + 4.28

5 98.27 + 4.93
20 96.54 + 1.88
100 94.78 + 3.96

3.1.4. Extraction recovery and cross-validation

The extraction recovery was analyzed to determine a possible
loss of MH84 during sample preparation. The extracted area ratio
of MH84/IS was 94.78-99.45% (Table 3), which indicated a con-
formity in extraction properties of MH84 and IS. The single areas
of MH84 and IS in plasma and brain tissue homogenate ranged
between 85 and 110% for each substance, concentration and matrix.
No significant loss of MH84 or IS was found.

Extraction recovery was not essential during the validation
process and sample analysis due to the usage of processes
matrix-assisted calibration curves in each experiment. No reverse
calculation using extraction recovery was therefore necessary.

We used rat plasma and pig brain homogenate, because of the
lack of mouse blank matrices. A cross validation was necessary to
show the comparability of the different species.

The extraction recovery of the area ratio MH84/IS was in the
range of 99.08-103.77% in all cases (n=3), which is in accordance

Table 4

to the deviation from sample preparation and measurement (see
Table 3). The single areas of MH84 and IS ranged between 90
and 110%. No difference in recovered areas could be found. Thus
the usage of these alternate matrix species for calibration curves
and QCs in the validation process is possible without constraints
(Table 4).

3.1.5. Stability studies

MH84 showed no instabilities in all performed investigations.
The DMSO stock solution was stabile for at least 2 months at RT
and local laboratory light conditions. Freeze-thaw cycles and long-
term freezing did not affect the concentration of the QC samples.
The processed plasma and brain samples were stable for at least
48 h in the autosampler of the LC-MS system (Table 5).

The stability recovery ranges between 94.80 and 103.04% with
no obvious tendency for instability. This is in agreement with the
acceptable deviation in sample analysis (see Section 3.2).

Results of cross-validation between rat and mouse plasma and between pig brain and mouse brain homogenate (100 ng/ml; n=3 for each matrix).

Extraction recovery of MH84/IS in different species

Plasma mouse (n=3)

Plasma rat (n=3)

Spiked MH84 conc. [ng/ml]

Extr. recovery MH84/IS [%]

Spiked MH84 conc. [ng/ml] Extr. Recovery MH84/IS [%]

Mid QC 100 99.08 +£6.57

Extraction recovery of MH84/IS in different species

100 98.58 +£5.26

Brain mouse (n=3)

Brain pig (n=3)

Spiked MH84 conc. [ng/ml]

Extr. recovery MH84/IS [%]

Spiked MH84 conc. [ng/ml] Extr. Recovery MH84/IS [%]

High QC 100 99.88 +£8.79

100 103.77 £5.75
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Results of stability investigations of MH84 in rat plasma and pig brain homogenate (long-term and three freeze-thaw cycles at —20°C) as well as stability in DMSO stock
solution and processed solutions in the autosampler (48 h).

DMSO Stock (2 months, RT, 250 pg/ml)

Spiked MH84 conc. [ng/ml] (n=3)

Measured MH84 conc. [ng/ml]

Stability recovery [%]

Low QC 20 20.21 + 1.08 101.03
Mid QC 100 96.08 + 2.48 96.08
High QC 200 201.69 + 3.50 100.85
Processed matrix (48 h, Plasma(n=3) Brain tissue (n=3)
auto-sampler)
Spiked MH84 MH84 conc. MH84 conc. Stability Spiked MH84 MH84 conc. MH84 conc. Stability
conc. [ng/ml] t=0 [ng/ml] t=48h[ng/ml]  recovery [%] conc. [ng/ml] t=0 [ng/ml] t=48h [ng/ml] recovery [%]
Low QC 20 18.77 £ 1.43 18.17 £ 1.45 96.77 5 5.17 £ 0.12 513 £0.21 99.23
Mid QC 100 101.57 £+ 3.16 98.27 + 3.58 96.76 20 20.64 + 1.65 20.56 £ 0.54  99.63
High QC 200 196.63 + 18.88  196.08 + 16.34 100.23 100 107.62 + 3.89 106.81 £ 4.80  99.24
Freeze-thaw (3 cycles) Plasma (n=3) Brain tissue (n=3)
Spiked MH84 MH84 conc. Stability Spiked MH84 MH84 conc. Stability
conc. [ng/ml] after recovery [%] conc. [ng/ml] after recovery [%]
freeze-thaw freeze-thaw
[ng/ml] [ng/ml]
Low QC 20 20.40 + 1.80 102.02 5 4.91 + 0.09 98.29
Mid QC 100 94.80 + 3.79 94.80 20 18.87 £ 0.76 94.34
High QC 200 199.24 + 18.21 99.62 100 103.04 £ 6.24 103.04
Long-term (—20°C, 3 months) Plasma (n=3) Brain tissue (n=3)
Spiked MH84 Long-term Stability Spiked MH84 Long-term Stability
conc. [ng/ml] MH84 conc. recovery [%] conc. [ng/ml] MH84 conc. recovery [%]
[ng/ml] [ng/ml]
Low QC 20 20.31 +£ 0.22 101.54 5 4.85 + 0.13 96.98
Mid QC 100 100.99 £ 4.57 100.99 20 19.84 + 2.10 99.19
High QC 200 200.75 £ 9.70 100.37 100 101.50 £ 3.47 101.50

3.2. Animal study

3.2.1. Pharmacokinetic profile of MH84 in mouse plasma and
brain tissue

The pharmacokinetic profile of MH84 in plasma and brain was
compiled by plotting of the mean measured concentration against
the investigated time point. Based on the concentration/time
curves the pharmacokinetic parameters such as maximum concen-
tration and time (Cpax and Tmax ) for plasma and brain tissue as well
as the area under the curve until 48 h (AUC,g1,), area under the first
moment curve (AUMC4g},) and others were calculated for plasma
by non-compartmental analysis (Tables 6 and 7) using PKSolver2.0
(China) [25].

Aclear difference between the two pharmacokinetic profiles can
be seen (Fig. 2). In plasma, the MH84 concentration reaches the
maximum concentration of 10.90 wg/ml 3 h after gavage, followed

Table 6
Cmax and Tmax of MH84 in mouse plasma (left) and appropriated mouse brain tissue
(right) after single oral gavage of 12 mg/kg MH84.

Plasma Brain
Crax [peg/ml plasma] 10.90 Cmax [ng/g brain] 320.64
Timax [] 3.00 Tmax [h] 1.50-6.00
Table 7
Pharmacokinetic parameters of MH84 in plasma obtained by PKSolver2.0.
Plasma
AUCgg1, [pgh/ml] 89.58
AUMCygp, [pgh?/ml] 560.73
MRTs, [h] 6.26
t2 [h] 3.24
CL [ml/min/kg] 2.23
vd [1/kg] 0.63

by a permanent decrease to very low concentrations (150 ng/ml) at
24 h and almost zero at 48 h. In brain, a constant concentration of
300-320ng/g was found between 1.5 and 6 h after oral gavage. The
concentration decreases more slowly in comparison to the plasma
levels. After 12 h approximately two-thirds of the maximum value
was found and even after 48 h, MH84 was detectable, but not quan-
tifiable, in the brain tissue.

3.2.2. Long-term accumulation study

The results of the pharmacokinetic study showed that the con-
centrations of MH84 in plasma and brain tissue were near LLOQ
24 h after oral gavage. In brain, the LLOD of MH84 was reached after
48 h. Therefore it was necessary to investigate whether these small
concentrations would accumulate during long-term daily gavage.
Six animals were treated with MH84 for 21 days by oral gavage of
12 mg/kg. This is consistent with the dose in the pharmacokinetic
study.

At the end of the study, all animals were healthy, no side effects
had been observed. No accumulation of MH84 was found in plasma
or brain tissue after 21 days of oral gavage. The samples were col-
lected approximately 20 h after the last oral dose. In most samples
the MH84 concentration hardly exceeded the LLOQ. The measured
concentrations were slightly higher than these obtained in the
pharmacokinetic study after 24 h and in accordance to the reduced
time to last oral gavage (Table 8).

4. Discussion

MHS84 is known to modulate the vy-secretase and to activate
PPARy in vitro, it was thus reasonable to determine the phar-
macokinetic profile of this promising pharmacological compound
in mice. Therefore, it was necessary to develop a sensitive bio-
analytical method for the quantification of MH84 in plasma and
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Fig. 2. Pharmacokinetic profiles of MH84 in mouse plasma (left) and corresponding mouse brain tissue (right) after a single oral gavage of 12 mg/kg MH84; for all time points
between 0.5 and 6 h of the pharmacokinetic profile at least 5 of 6 animals were used for statistical analysis. The mean concentration at 12 h consists of 4 values for plasma
and brain. After 24 h, only one animal reached the LLOQ for plasma and brain tissue analysis. The concentrations of the other animals were below the quantification limits,

but above the LLOD.

brain tissue. The new LC-MS method was characterized by a low
LLOQ in plasma (1.44 ng/ml) and brain tissue (0.76 ng/ml). Linear-
ity was reached between 2 and 25 ng/ml as well as between 20 and
250 ng/ml. According to the FDA guideline for bioanalytical method
validation, this method was investigated for accuracy and preci-
sion. As required, all results fulfilled a maximal deviation of 15%.
A nearly quantitative mean value of 94-104% for all investigated
concentrations was found by determining the extraction recovery.
MH84 was tested for stability in stock solution, after processing,
during long-term freezing and after repeated freeze—thaw cycles
with no evidence for instability. The used LC-MS method including

Table 8
Mouse plasma and appropriated brain tissue concentrations after 21 days of daily
oral gavage of 12 mg/kg MH84.

Animal ¢ [ng/ml plasma] ¢ [ng/g brain]

1 85.04 35.19
2 55.55 29.65
3 54.94 22.58
4 50.96 20.65
5 162.89 24.17
6 <LLOQ 21.40

sample processing procedure for plasma and brain tissue fulfilled
all FDA requirements.

Essential for all drug candidates in AD treatment is the ability
to reach the site of action; more precisely, to overcome the blood
brain barrier and to reach the brain. Our investigation shows a fast
absorption of MH84 into the circulating plasma after a single oral
dose of 12 mg/kg resulting in maximum plasma concentrations of
10.90 pg/ml within 3 h (Fig. 3). Furthermore, we described target
tissue levels of MH84 after oral application. Interestingly, we found
a rapid increase in brain tissue concentrations, but, compared to
plasma, the decrease was delayed. The results show that the MH84
reaches Cpax quickly in the CNS and leaves the CNS rather slowly
within 48 h. This raised the question, if MH84 can be expected to
accumulate in the brain tissue. However, in a small cohort of 6
mice, no accumulation was found after 21 days when MH84 was
administered daily by oral gavage at a concentration of 12 mg/kg.

The maximal CNS concentration of MH84 obtained in the
pharmacokinetic profile was 320.64 ng/g brain tissue, which cor-
responds to 0.53 wM assuming a density of brain matrix of 1 g/ml.
A direct comparison of the concentrations used in the in vitro phar-
macological studies and our in vivo determined maximum plasma
and brain concentrations of MH84 after oral administration shows
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that the in vivo brain concentrations are not as high as the con-
centrations used in vitro MH84 (-y-secretase: IC5o(APB42)=6.0 wM;
ECs0(APB38)=1.8 M and PPARY: EC5p=11.0 M, max. activation:
112%). Nevertheless, we must bear in mind, that we determined
average concentrations of MH84 in the whole brain tissue. Local
concentrations in different cerebral and cellular compartments
might be even higher. The lipophilic properties of MH84 may allow
anaccumulation in different brain regions, but also in cell or nuclear
membranes.

In summary, MH84, a new <y-secretase modulator and PPARy
activator, reaches different plasma and brain levels after a single
dose oral application with significant differences in the phar-
macokinetic behavior. The present data are the basis for further
investigations concerning the efficacy of this compound in AD treat-
ment.

5. Conclusion

The sensitive LC-MS method described here was developed and
validated according to the FDA guideline for bioanalytical method
validation. The method fulfilled all characteristics for accurate and
precise sample measurement. MH84 remained stable in all deter-
minations of the validation process. Due to these results it was
possible to perform and analyze a first in vivo study for the determi-
nation of the pharmacokinetics and bioavailability of MH84 in the
CNS after oral gavage of 12 mg/kg MH84. The presented method is
suitable for the analysis of further preclinical and clinical studies.
Therefore it is planned to perform a pharmacodynamic study to
analyze the efficacy of MH84 in mouse brain.
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