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Abstract: Mittels sekunddrer Elektrosprayionisation und
hochauflosender Massenspektrometrie wurde eine nichtinva-
sive Bestimmung der Pharmakokinetik (PK) von Ketamin,
Propofol und Valproinsdure sowie deren Metaboliten in der
Atemluft von Miusen erzielt. Das PK-Profil eines Medika-
ments beeinflusst dessen Wirksamkeit und Toxizitdit, weil es die
Exposition und effektive Dosis bestimmt. Das Antidepressi-
vum und Andsthetikum Ketamin und vier seiner Metaboliten
wurden im Detail untersucht, und ihre PK gleichzeitig nach
Verabreichen verschiedener sub-andsthetischer Dosen von
Ketamin bestimmt. Die Bioverfiigbarkeit nach oraler Einnah-
me und intraperitonealer Injektion wurde ebenfalls untersucht.
Im Gegensatz zu konventionellen Studien, bei denen selbst fiir
PK-Kurven niederer Auflosung viele Tiere geopfert werden
miissen, ergibt die hier vorgestellte Echtzeit-PK-Bestimmung
eine bisher unerreichte Zeitauflosung (10 s), und keines der
Tiere musste getotet werden. Dies stellt somit einen wichtigen
Schritt nicht nur fiir den Tierschutz, sondern auch eine grofle
Kosten- und Zeitersparnis dar.

l n der praklinischen Medikamentenentwicklung verldsst
man sich heutzutage bei der Charakterisierung von Verbin-
dungen mit unbekannten In-vivo-Eigenschaften stark auf
Tiermodelle.l'! Wihrend der Leitstrukturoptimierung werden
pharmakokinetische (PK) Parameter jeder Verbindung im
Plasma und gegebenenfalls in spezifischen Zielorganen von
Maiusen und Ratten bestimmt. Durch eine Konzentrations-
bestimmung jeder Verbindung und seiner Abbauprodukte als
Funktion der Zeit in einem bestimmten Gewebe ist es mog-
lich, die Exposition nach Verabreichung einer gegebenen

Dosis abschétzen. Da jeder der Zeitpunkte eines PK-Profils
die Dosierung bei mehreren Tieren erfordert, miissen groere
Mengen der zu untersuchenden Verbindung synthetisiert
werden. Zudem konnen signifikante Schwankungen zwischen
Individuen auftreten. Daher wire es von groflem Interesse,
eine zeitaufgeloste Analyse in einzelnen Tieren zu erzielen.
Durch die Entwicklung hochempfindlicher bioanalytischer
Methoden wurde es in letzter Zeit moglich, einige der ge-
nannten Einschriankungen zu iiberwinden, z.B. mittels Ana-
lyse getrockneter Blutflecken und anderer Mikroproben-
techniken.” Die benstigte Zahl an Tieren und Menge der
Verbindung wird dadurch besonders bei Méusen deutlich
reduziert, und Unterschiede zwischen Individuen konnen
ebenfalls reduziert werden. Mikro-Blutentnahmen am
Schwanz belasten jedoch die Tiere, was die Verteilung von
Medikamenten und den Stoffwechsel verindern konnte.
Obwohl dieses Problem beispielsweise durch Verwendung —
allerdings auch invasiver — implantierter Katheter zur auto-
matischen Probenentnahme iiberwunden werden kann,™ ist
dies keine ideale Losung. Trotz Fortschritten in der Hoch-
durchsatz-Analyse mittels chromatographischer und mas-
senspektrometrischer Methoden erfordert die Probenvorbe-
reitung und Analyse erheblichen Zeit- und Arbeitsaufwand.
Aktuelle Verfahren sind somit immer noch mit Schwierig-
keiten verbunden und weit davon entfernt, eine sofortige
Entscheidung iiber die Weiterverfolgung einer Substanz zu
erlauben.

Die Atemluft von Miusen konnte dazu dienen, dieses
Dilemma zu iiberwinden. Wegen ihres nichtinvasiven Cha-
rakters wurde der Atemanalytik bereits seit den 1970er
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Jahren erhebliche Aufmerksamkeit zuteil.”) Im Vergleich zu
Plasma, Blut und anderen biologischen Matrices ist die
Atemanalytik vorteilhaft, da 1) die Probenahme kaum oder
gar nicht invasiv ist, 2) es kaum Einschrinkungen in Bezug
auf die Probenmenge und die Héaufigkeit der Analysen gibt,
und 3) die Matrix relativ einfach und sauber ist. Nichtinvasive
Online- und direkte Echtzeit-Analysen konnen daher leicht
mittels Analytik der Atemluft realisiert werden.”

Hier zeigen wir, wie die hochauflosende sekundire
Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (SESI-
HRMS) genutzt werden kann, um PK-Profile von Medika-
menten nichtinvasiv und in Echtzeit zu bestimmen.” Auf-
grund ihrer Empfindlichkeit und ihrer Féahigkeit, Signale von
Medikamenten und deren Metaboliten bei relative hohen
Massen zu detektieren, hat die SESI-MS wichtige Vorteile
gegeniiber der Protonentransferreaktions-MS, um endogene
Verbindungen in der Atemluft von Ratten und Méusen zu
iiberwachen.”! In der Atemluft mannlicher C57B1/6J-Miuse
studierten wir die Pharmakokinetik verschiedener Medika-
mente, unter anderem von Ketamin (Ket) und seinen Meta-
boliten. Ketamin ist ein Antagonist des NMDA-Rezeptors
und wurde urspriinglich als Anésthetikum entwickelt, wird
aber hauptsichlich als Schmerzmittel eingesetzt und hat
jingst sogar Potenzial zur Behandlung von Depressionen
gezeigt.”) Nach Verabreichung eines Medikamentes wurden
die Tiere in einer Plexiglaskammer platziert, welche mit
einem konstanten Luftfluss durchspiilt wurde. Diese Luft
wurde dann direkt mittels SESI-HRMS analysiert (Abbil-
dung 1a, siche auch Abbildung S1 und Experimentelles).
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Abbildung 1. a) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus; aus-
fuhrlichere Informationen sind in Abbildung S1 zu finden. b) SESI-
Massenspektrum der Atemluft einer Maus, welches das Isotopenmus-
ter im m/z-Bereich von protoniertem Ket zeigt. c) Fragmentionen
(SESI-MS/MS)-Spektrum, erzeugt aus dem Vorliuferion bei m/z 238.

Um sicherzustellen, dass die Messungen nicht aufgrund
einer verdnderten Atmungstitigkeit nach der Injektion von
Ket beeinflusst wurden, benutzten wir Ganzkorper-Plethys-
mographie. Wir konnten keinen signifikanten Unterschied zu
publizierten Werten der Minutenvolumina fiir B6-Méuse (ca.
70 mLmin )% feststellen, und auch die Injektion von Ket
hatte keinen Einfluss auf das Minutenvolumen.

Kurz nach Verabreichen von Ket beobachteten wir einen
Anstieg der Signale im Bereich m/z 238-240, welche perfekt
zum Isotopenmuster des protonierten Ket-Molekiils ([M +
H]") passen (Abbildung 1b). AuBerdem stimmten auch die
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Fragmentionen, welche aus den [M + H]'-Vorlduferionen
von Ket (Abbildung 1c¢) gebildet wurden, mit den bekannten
Fragmenten'!! sowie mit denjenigen einer Ket-Referenz
(Abbildung S2 a) iiberein. Nicht nur Ket, sondern auch seine
wichtigsten Metaboliten konnten alle mit unserer Methode
detektiert werden: Norketamin (NK)!!2 konnte eindeutig
im Atem der Miuse identifiziert werden (Abbildungen S2b
und S3a). Drei weitere Metaboliten von Ket wurden eben-
falls gleichzeitig nachgewiesen (Abbildungen S3 und S4):
Hydroxyketamin (HK), Hydroxynorketamin (HNK) und
Dehydronorketamin (DHNK).™!

Verabreichen mehrerer subanisthetischer Dosen von Ket
resultierte in Konzentrationsverldufen mit einer Halbwerts-
zeit t,, von 23 min. (Abbildungen 2a und S5), die mit bereits
bekannten Werten fiir Blutplasma iibereinstimmen.'! Ein
haufiger Vergleich von Werten im Atem und im Plasma
wiirde eine hédufige Entnahme von Plasmaproben bedingen,
was mit gdangigen Methoden aufgrund der nur beschréinkt zur
Verfiigung stehenden Volumina schwierig oder sogar un-
moglich ist.

Um die biologische Variabilitdt unserer Methode zu
testen, verabreichten wir drei weiteren Méusen je eine Dosis
von 45mgkg™' Ket (Abbildung S6). Die Unterschiede im
maximalen Ket-Signal (I,,) betrugen ungefihr 18%. Im
Vergleich zu einem 86 %-igen Anstieg von I, (von 2.4 x 10
auf 4.4 x 10° Zahlimpulse in Abbildung 2 a) beim Erhohen der
Dosis von 45 auf 60 mgkg ™! zeigt dies, dass unsere Methode
eine robuste und reproduzierbare Bestimmung des Medika-
mentenspiegels ermoglicht.
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Abbildung 2. a) Zeitabhingiges Ket-Signal fiir 4 Dosen: 15, 30, 45, und
60 mgkg™'. Jede Dosis wurde einer anderen Maus injiziert (n=4).
Schwarze Punkte reprasentieren die Rohdaten, die durchgezogenen
Kurven sind geglittete Daten. b) Abhingigkeit des maximalen Ket-Si-
gnals von der injizierten Menge (r*=0.9563; p-Wert=0.0221). Eine li-
neare Regression und die 95 %-Vertrauensintervalle sind in rot darge-
stellt.

Wir stellten eine anndhernd lineare Abhidngigkeit zwi-
schen [, und der injizierten Medikamentenkonzentration
fest (Abbildung 2b), was ebenfalls mit dem bekannten Ver-
halten von Ket im Plasma iibereinstimmt.'”! Allerdings trat
I ... verzogert im Vergleich zu Literaturdaten fiir Plasma
auf" Dies konnte mit der Verteilung von Ket (und seiner
Metaboliten) zwischen Blut und Atem zusammenhingen.'®
Verglichen mit fritheren Studien verhalten sich die Werte von
Ket und seiner Metaboliten im Atem dhnlicher als diejenigen
in Organen. Beispielsweise erreicht Ket nach einer intrave-
nosen Injektion seine Maximalkonzentration in der Leber,
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der Haut und den Muskeln nach 10-20 min.'” Somit ist es
wahrscheinlich, dass die im Atem gemessenen Werte eher
diejenigen der Lunge als diejenigen des Plasmas widerspie-
geln. Allerdings sind die meisten Medikamente darauf aus-
gelegt, nicht im Blut, sondern in bestimmten Organen zu
wirken. Die kinetischen Unterschiede konnten aus diesem
Grund signifikant und niitzlich sein, was einen weiteren
moglichen Vorteil der Atemanalytik darstellt.

Wie Ket zeigten auch seine vier Metaboliten eine lineare
Abhingigkeit von I, von der Dosis (Abbildung S7). In
Ubereinstimmung mit Resultaten von Ratten-Serumproben
traten die Maxima der primédren Metaboliten (NK und HK)
nach demjenigen von Ket auf.®! Obwohl t,,,, fiir NK und HK
identisch war und eine dhnliche Abnahme fiir eine Dosis von
15 mgkg ' gefunden wurde, zeigten die Zerfallskurven bei
zunehmender Dosis starke Unterschiede: der Zerfall von NK
war bedeutend schneller als derjenige von HK (Abbil-
dung S8).

Die sekundédren Metaboliten HNK und DHNK wiesen ein
gegeniiber NK deutlich verzogertes Maximum auf. Insgesamt
fanden iibereinstimmend wir fiir verschiedene Dosen, dass
ey (Ket) <tpa (NK) =~y (HK) <ty (HNK) =t
(DHHK) (Abbildung3a, S7 und S9), wihrend I, (HK)
< Iy (DHNK) <1, (HNK) < I, (NK) <, (Ket) (Ab-
bildung 3b).

Wir untersuchten auch den Zusammenhang zwischen der
bekannten Plasma-PK und der PK in der Atemluft. Dazu
verglichen wir die Intensititen von Ket und NK in der
Atemluft mit den Plasmakonzentrationen desselben Tieres
mittels terminaler Blutentnahme zu bestimmten Zeitpunkten
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Abbildung 3. a) Normierte Signalintensitit fiir Ket und seine Metabo-
liten, gemessen in der ausgeatmeten Luft einer Maus, welcher

60 mgkg ™' Ket injiziert wurde. Ahnliche Resultate wurden fiir Dosen
von 45 mgkg™', 30 mgkg™' und 15 mgkg ™" erhalten. Die gezeigten
Daten sind geglittete Kurven; Rohdaten finden sich in Abbildung 2a
(Ket) und Abbildung S7 (Metaboliten). Die Kinetiken unterscheiden
sich: Die Zeiten der maximalen Konzentration sind fiir Ket=34.5;
NK=46; HK=51; HNK und DHNK=77 min. b) Maximale Signal-
intensitdten von Ket und seinen Metaboliten, fiir drei verschiedene
Dosen Ket (15, 30 und 45 mgkg™") und eine Negativkontrolle. c) Auf-
tragungen der Intensitit in der Atemluft gegen die Plasmakonzentrati-
on fuir Ket und NK.
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(Abbildung 3¢). Wir fanden eine signifikante Korrelation
zwischen den Atem- und Plasmawerten fiir Ket (= 0.9498,
p-Wert =0.0254) und NK (r* =0.9739, p-Wert =0.0131). Die
Konzentrationen im Plasma hingen davon ab, wann die Tiere
nach Verabreichen von Ket geopfert wurden. Die in Abbil-
dung 3¢ gezeigten Daten wurden nach 32, 40 und 58 Minuten
ermittelt, nachdem jeweils 15, 30 bzw. 45 mgkg ' Ket injiziert
wurde. Zu diesem Zeitpunkt wird Ket bereits metabolisiert
und erreicht verschiedene Kompartimente des Korpers, was
eine hohere Plasmakonzentration von NK gegeniiber Ket
erklart. Demgegeniiber betrug die Signalintensitit von NK im
Atem nur etwa 20% derjenigen von Ket (Abbildung 3b).
Wabhrscheinlich reflektiert dies die Verteilung von Ket zwi-
schen Blut und Atem.'” Es ist somit denkbar, dass die In-
tensitdt im Atem die Organkonzentration reflektiert: Der
Transport von NK aus dem Blut in die Lunge und in den
Atem sollte aufgrund der geringeren Lipophilie von NK we-
niger effizient als derjenige von Ket sein. Analog iiberwindet
NK die Blut-Hirn-Schranke schlechter als Ket."™! Es miissten
allerdings weitere direkte LC/MS-Vergleichsmessungen an
Gewebeproben durchgefithrt werden, um diese Hypothese zu
bestétigen. Aulerdem ist die Berechnung absoluter Gaspha-
senkonzentrationen aus den gemessenen Intensitdten prinzi-
piell zwar maoglich,"™ aber stark von der Instrumentierung
und den verschiedenen Verbindungen abhédngig. Aus diesem
Grund geben wir hier anstelle absoluter Gasphasenkonzen-
trationen nur die Signalintensitdten der Ionen an.

Um das Potenzial dieser Technik fiir In-vivo-Echtzeit-
Messungen auf andere Medikamente auszuweiten, haben wir
die PK-Kurven von zwei zusitzlichen Substanzen bestimmt:
Propofol (ein breit eingesetztes Anidsthetikum) und Valpro-
insdure (ein Antiepileptikum). Abbildung S10 zeigt das Iso-
topenmuster sowie das Fragmentspektrum von Propofol. Die
PK-Kurve ist in Abbildung S11 gezeigt und stimmt mit Lite-
raturwerten iiberein."” In analoger Weise fanden wir, dass die
PK-Kurve von Valproinsdure und einem ihrer Abbaupro-
dukte (Abbildung S12) mit Literaturwerten tiberein-
stimmt.*

Weiter untersuchten wir, ob sich neben der PK auch die
Bioverfiigbarkeit nach oraler Verabreichung — fiir viele In-
dikationen bei weitem bevorzugt — iiber die Analyse der
Atemluft rasch abschidtzen ldsst. Normalerweise wird dies
schon in der Frithphase der Medikamentenentwicklung ge-
testet, zu einem Zeitpunkt, wenn oftmals nur kleine Sub-
stanzmengen zur Verfiigung stehen. Wir verglichen deshalb
die Intensitdten in der Atemluft nach intraperitonealer (IP)
und oraler Dosierung (Abbildung S13). Der I,,.-Wert fiir die
orale Dosis betrug nur etwa 15 % dessen nach einer IP-Dosis.
Dies ist konsistent mit Befunden fiir Ratten und Menschen.?"!

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die SESI-
HRMS-Analyse der Atemluft von Méusen eine vielverspre-
chende Methode fiir eine minimal invasive Uberwachung der
Pharmakokinetik von Medikamenten in Echtzeit erlaubt.
Dies wurde am Beispiel von Ket, Propofol, Valproinsdure und
ihren Stoffwechselprodukten gezeigt. Der vielleicht wich-
tigste Vorteil der vorgestellten massenspektrometrischen
Atemluft-Analyse ist, dass die PK-Daten sofort — in Echtzeit
— mit einer ausgezeichneten Zeitauflosung und vom selben
Individuum ermittelt werden kénnen. Unsere Methode fiihrt
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nicht nur zu priziseren Daten mit erheblichen Zeit- und
Kosteneinsparungen, sondern stellt auch einen wichtigen
Schritt fiir den Tierschutz dar, da mehrere Verbindungen
parallel in einem einzigen Tier gemessen werden konnen. Die
Moglichkeit, eine komplette PK-Kurve mit blo§ einer Ein-
zeldosis pro Tier zu erstellen, ist vorteilhaft, falls nur kleine
Substanzmengen, z.B. in préklinischen Studien, zur Verfi-
gung stehen. Dartiber hinaus sollten auf diese Art Studien zur
Wechselwirkung verschiedener Arzneimittel durchgefiihrt
werden konnen, auch wenn die Verbindungen vollig unter-
schiedliche Behandlungszeitpldne und Kinetiken aufweisen.
Ein weiterer wichtiger Vorteil ist, dass durch Atemanalytik
moglicherweise  pharmakokinetische Profile gemessen
werden, die den Konzentrationsverlauf im Gewebe statt im
Plasma widerspiegeln.

Wir sind iiberzeugt davon, dass die SESI-HRMS-Metho-
de in préklinischen Programmen von Nutzen sein wird, und
sie auch wihrend der klinischen Phasen der Medikamenten-
entwicklung zum Einsatz kommen kénnte.”
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