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1. Hintergrund und Zielsetzung

Neue psychoaktive Substanzen (NPS) sind ein fortlaufendes und ernstzunehmendes Phédnomen,
welches dazu fiihrt, dass jdhrlich neue uncharakterisierte Verbindungen auf dem Drogen-
schwarzmarkt erscheinen. Die meist génzlich fehlende Datenlage tiber Effekte und Toxizitdt
dieser Substanzen zusammen mit ihrer relativ einfachen Verfligbarkeit iber unregulierte Méarkte
(z. B.Internet) birgt gesundheitliche Risiken und stellt eine Bedrohung der 6ffentlichen Gesund-
heit dar [1].

Mangels therapeutischen Nutzens sind klinische Studien mit NPS wissenschaftlich nicht
begriindbar und aufgrund des potenziell hohen Risikos fiir den Menschen auch ethisch nicht
vertretbar. Vor dem Hintergrund der angestrebten Reduktion von Tierversuchen [2] stellt das
pharmakologische Profiling am Hauptwirktort in Zellmodellen die derzeitige Methode der
Wahl zur Charakterisierung von NPS dar [3-5]. So werden synthetische Cannabinoide beispiels-
weise am Cannabinoid Rezeptor Typ 1 und synthetische Opioide am p-Opioid Rezeptor charak-
terisiert [3, 5]. Solche Daten sind wichtig, da sie zeigen, ob eine betdubungsmittelartige neuro-
nale Wirkung vorliegt. Auch dienen solche Daten zum Vergleich der Potenz neuer NPS und
konnen helfen das Schadenspotential einzuschétzen.

In manchen Lindern ist das Vorliegen solcher Aktivitdtsdaten sogar zwingend damit neue Ver-
bindungen als Betdubungsmittel definiert werden kdnnen [3]. Trotz der hohen Wichtigkeit sind
diese Modelle auch mit Limitationen verbunden: Neben dem, dass pharmakokinetische Fakto-
ren (z. B. Absorption, Distribution, Metabolismus, Elimination - ADME) nicht beriicksichtigt
werden, sagen sie nichts liber allfillige sekundére und/oder off-target Effekte aus.

Sogenannte in-vitro-Metabolomics-Protokolle werden in unterschiedlichen Disziplinen als
neue komplementéire Methoden untersucht, um die Wirkungen und Toxizitdt von Xenobiotika
auf spezifische Zellmodelle, z.B. Hepatozyten, zu charakterisieren [2, 6-10]. Im Vergleich zum
pharmakologischen Profiling positioniert sich dieser Ansatz am anderen Ende des methodi-
schen Spektrums, da er mittels eines ungerichteten Verfahrens Einblicke in die Gesamtheit der
zugrunde liegenden Wirkmechanismen ermoglicht [7, 11].

Ziel dieser Studie war die Entwicklung eines in-vitro-Metabolomics-Protokolls zur Erweite-
rung der derzeitigen Methoden zur Charakterisierung von NPS. In einer ersten explorativen
Studie wurden daher Neuroblastomzellen als neuronales Zellmodell mit fiinf zentralwirksamen
Betidubungsmitteln inkubiert, darunter zwei NPS.
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2. Material und Methoden

SH-SY5Y Neuroblastom Zellinkubationen wurden im Triplikat pro Wirkstoff und das ganze
Experiment im Duplikat in konsekutiven Wochen durchgefiihrt. SH-SYSY Zellen wurden unter
Standardbedingungen kultiviert und fiir das Experiment in T-25 Zellkulturflaschen ausgesit.
Nachdem eine Konfluenz von 80% erreicht wurde, wurden die Zellen mit 20 uM Cocain,
Alprazolam, Tramadol, 4-Methylmethcathinon (Mephedron; 4-MMC) und MDMB-4en-
PINACA versetzt und fiir 18 h inkubiert. Die Zellen wurden dann zur Extraktion als erstes
trypsiniert und die Zellsuspension in 5 mL Mikroreaktionsgefasse tiberfiihrt und zentrifugiert.
Der Uberstand (Zellmedium) wurde entfernt und das Zellpellet (entsprechend ca. 4 Millionen
Zellen) mit 100 pL einer Mischung aus 2 : 2 : 1 (v/v/v) Acetonitril : Methanol : Wasser prazipi-
tiert. Der Uberstand wurde in HPLC Vials {iberfiihrt und bis zur Analyse bei -80 °C aufbewahrt.

Die Proben wurden mit Hochleistungsfliissigchromatographie in Normal- sowie Umkehrphase
gekoppelt mit hochauflosender Massenspektrometrie (Agilent 1290 Infinity LC und Agilent
6540 QToF Masssenspektrometer) im positiven lonisations- und Fullscanmodus (50 — 1000 m/z)
gemessen. Danach folgte die Metabolomics-Datenauswertung mittels XCMS und SIMCA. Mit
Orthogonaler Partial-Least-Squares-Diskriminanzanalyse (OPLS-DA) wurde die Unterschei-
dung der verschiedenen Wirkstoffe anhand unterliegender Metabolitenmuster untersucht und
visualisiert. Metaboliten von gesondertem Differenzierungspotential wurden gegen hauseigene
sowie offentlich zugénglichen Datenbanken abgeglichen.

3. Resultate und Diskussion

Die multivariate Datenauswertung mittels OPLS-DA zeigte eine klare Trennung der unter-
schiedlichen Wirkstoffe sowohl untereinander als auch gegentiber der negativen Kontrolle (Zel-
len ohne Wirkstoff). Eine Ausnahme bildeten die mit Tramadol behandelten Proben, die eine
Uberlappung mit der negativen Kontrolle aufwiesen. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein,
dass Tramadol ein schwach wirksames Opioid ist und seine pharmakologische Wirkung zusitz-
lich tiber einen aktiven Metaboliten vermittelt wird [12], der im vorliegenden In-vitro-System
moglicherweise nicht gebildet wurde.

Beim Vergleich von Umkehr- und Normalphasenchromatographie wurden mit den Daten der
Normalphase robustere Modelle erzielt; exemplarisch ist in Abbildung 1 die erste gegen die
zweite Dimension des OPLS-DA-Score-Plots dargestellt.
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Abb. 1. OPLS-DA-Scores-Plot des Normalphasendatensatzes (HILIC). Eine Gruppentrennung der unterschiedli-
chen Wirkstoffe ist zu erkennen (n = 6 Datenpunkte pro Wirkstoff). Beachte: Cocain (violette Datenpunkte) sind
in der dritten Dimension klar von Tramadol und der negativen Kontrolle unterscheidbar, was in der gezeigten 2D
Darstellung so nicht ersichtlich ist.
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Interessant war die klare Unterscheidung des synthetischen Cannabinoids MDMB-4en-
PINACA von den anderen Wirkstoffen in der zweiten Dimension. Die Untersuchung des Meta-
boliten-Fingerabdruckes ergab unter anderem hdhere Signale fiir die vorldufig identifizierten
endogenen Metabolite N®~Methyladenosin, Cytosin, Cytidin, Guanosin und Betain, sowie eine
Abnahme von Serotonin. Auch wenn eine vollstindige biologische Interpretation der Ergeb-
nisse nicht Gegenstand dieser Studie war, zeigen die Resultate: (i) es lagen wirkstoffspezifische
metabolische Fingerabdriicke im System vor und (ii) das verwendete In-vitro-Modell weist ein
Potenzial fiir eine erweiterte Charakterisierung von NPS auf.

4. Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Studie wurde ein In-vitro-Metabolomics-Protokoll erarbeitet und anhand von fiinf
Betdubungsmitteln evaluiert. Wirkstoffspezifische Unterschiede im metabolischen Fingerab-
druck konnten identifiziert werden. Zukiinftige Studien sollten untersuchen, ob weitere Wirk-
stoffe vom gleichen Wirkungstyp (z. B. mehrere synthetische Cannabinoide) die gleichen Ver-
dnderungen auslosen, womit sich weiter kldren kann, inwiefern das Modell die unterliegende
Pharmakologie widerspiegelt. Ausserdem erscheinen weitere spezifischere Probenextraktionen
und/oder chemische Analysen indiziert. Diese Studie ist ein erster Schritt in Richtung der An-
wendung von In-vitro-Metabolomics zur komplementiren Charakterisierung von NPS.
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