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Raman-mikrospektroskopischer Nachweis fiir den Metabolismus eines
Tyrosinkinase-Inhibitors, Neratinib, in Krebszellen
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Wissam Alsaidi, Carsten Kotting, Carolin Miigge, Robert Kourist, Samir F. El-Mashtoly* und

Klaus Gerwert

Abstract: Tyrosinkinase-Rezeptoren sind eines der Hauptziele
in der Krebstherapie. Sie spielen eine wesentliche Rolle bei der
Modulation der Wachstumsfaktor-Signalwege und induzieren
dadurch Zellproliferation und -wachstum. Tyrosinkinase-Inhi-
bitoren wie Neratinib binden an EGFR- und HER2-Rezepto-
ren und zeigen Antitumoraktivitit. Es ist jedoch wenig iiber
ihre genaue zellulire Aufnahme und den Stoffwechsel be-
kannt. Hier berichten wir zum ersten Mal iiber die intrazellu-
lare raumliche Verteilung und den Metabolismus von Nerati-
nib in verschiedenen Krebszellen durch markerfreies Raman-
Imaging. Zwei neue Neratinib-Metaboliten wurden nachge-
wiesen, und das Fluoreszenz-Imaging derselben Zellen zeigt,
dass sich Neratinib in Lysosomen akkumuliert. Die Ergebnisse
deuten auch darauf hin, dass sowohl EGFR als auch HER2
dem klassischen endosomalen/lysosomalen Stoffwechselweg
zum Abbau folgen. Eine Kombination aus Raman-Mikrosko-
pie, DFT-Rechnungen und LC-MS wurde verwendet, um die
chemische Struktur von Neratinib-Metaboliten zu identifizie-
ren. Diese Ergebnisse zeigen das Potenzial der Raman-Mi-
kroskopie zur Untersuchung der Arzneimittel-Pharmakokine-
tik.

-ryrosinkinase-Rezeptoren sind essentiell bei der Regulation
wichtiger zelluldrer Prozesse wie Migration, Uberleben,
Proliferation und Differenzierung.!! Die ErbB-Familie der
Tyrosinkinase-Rezeptoren ist in einer Vielzahl von Krebsar-
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ten iiberexprimiert und besteht aus vier Mitgliedern: EGFR,
HER2, HER3 und HER4.! Aufgrund der Uberexpression
von EGFR, die ihrerseits die Tumorigenese durch Modula-
tion der Zellproliferation, Angiogenese und Metastasierung
stimuliert, ist die Kontrolle des EGFR-Signalwegs einer der
Hauptansitze fiir die gezielte Krebstherapie.

Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkrebs (NSCLC),
die EGFR-Mutationen (L858R) beherbergen, reagieren zu-
nichst auf Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIs) der ersten Ge-
neration. Trotz der beeindruckenden ersten Reaktion auf die
Behandlung schreitet die Krankheit nach durchschnittlich
einem Jahr Therapie fort. Dies wird durch eine zweite
Punktmutation in EGFR (T790M) in ungefihr 60% der
Fille verursacht.®! Die T790M-EGFR-Mutation, die als
Gatekeeper-Mutation eine Resistenz gegeniiber TKIs der
ersten Generation herbeifiihrt, induziert eine sterische Hin-
derung in der Adenosintriphosphat-Bindungstasche und ver-
hindert so die Bindung des Inhibitors.[*!

Neratinib (Nerlynx), ein TKI der zweiten Generation mit
der zweifachen Spezifitit gegeniiber EGFR und HER2,
erwies sich trotz der T790M-Resistenzmutation in EGFR
als wirksam und bindet irreversibel an EGFR und HER2.[®!
Neratinib wurde letztes Jahr von der U.S. Food and Drug
Administration fiir die Behandlung von HER2-positivem
Brustkrebs im Friihstadium zugelassen.”! Allerdings ist iiber
die intrazellulire Verteilung und den Metabolismus von
Neratinib wenig bekannt."”! Uber die Organellenverteilung
und den Transport von TKISs ist ebenfalls wenig bekannt. Die
Wirkstoffverteilung in Zellen erfolgt hdufig mit fluoreszenz-
markierten Wirkstoffmolekiilen, die auf ihre pharmakologi-
sche Wirksamkeit getestet werden. Trotz der molekularen
Spezifitit, die von Fluoreszenzmolekiilen bereitgestellt wird,
sind diese oft deutlich groBer als die eigentlichen Arzneimit-
telmolekiile und kénnen so die pharmazeutische Arzneimit-
telaktivitét signifikant verdndern. Im Gegensatz dazu ist die
konfokale Raman-Mikroskopie eine markerfreie Imaging-
Methode, die féhig ist, kleine Molekiile in Zellen zu lokali-
sieren.'"™*l Die Raman-Empfindlichkeit ist jedoch begrenzt,
und in fritheren Studien wurden hohere Konzentrationen
(2 mM-100 upm) von Molekillen verwendet, um geeignete
Signal-Rausch-Verhiltnisse zu erzielen.!'-%15-17]

Hier verfolgen wir die Aufnahme, die intrazellulédre
rdumliche Verteilung und den Metabolismus von Neratinib
in signifikant niedrigeren Konzentrationen (0.5-10 um) in
verschiedenen Krebszellen unter Verwendung markerfreier
Raman-Mikrospektroskopie, womit eine Anndherung an die
klinisch relevanten Konzentrationen erzielt wurde. HER2-
positive Brustkrebszellen (SK-BR-3) und NSCLC-Zellen mit
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(NCI-H1975) und ohne (Calu-3) T790M-EGFR-Mutationen
wurden verwendet. Zwei Neratinib-Metaboliten wurden
in Zellen nachgewiesen. Eine Kombination aus Raman-
Mikroskopie, Dichtefunktionaltheorie(DFT)-Rechnungen
und Fliissigchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS)
wurde verwendet, um die chemische Struktur der Neratinib-
Metabolite zu identifizieren.

Das Raman-Spektrum von Neratinib und seine chemische
Struktur sind in Abbildung S1 in den Hintergrundinforma-
tionen dargestellt. Neratinib hat eine intensive C=N-Streck-
schwingungsbande bei 2208 cm™!. Diese Bande befindet sich
in der “Raman-stillen” Region von Zellen (1800-2800 cm ")
und diese Gruppe kann als labelfreier Marker verwendet
werden, um das Arzneimittel in Zellen sichtbar zu machen.
Abbildung 1 A zeigt ein integriertes Raman-Intensitétsbild

-
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Abbildung 1. Raman-Imaging von SK-BR-3-Zellen, behandelt mit 5 pm
Neratinib fiir 8 h. Raman-Bilder rekonstruiert aus den Intensitéten der
C-H-Deformations- (A) und C=N-Streckschwingung (B). C) Uberlage-
rung der Felder A und B. E-G) Querschnitts-Raman-Bilder entlang der
x-, z-Richtung der gleichen Zelle. Scanpositionen sind durch die weife
Linie in Feld A angezeigt. D,H) HCA-Ergebnisse basierend auf den
Raman-Daten, die in den Feldern A und E gezeigt sind.

_ -

der Bande bei 1425-1470 cm™ (C-H-Deformation) von SK-
BR-3-Zellen, die mit Neratinib behandelt wurden, das die
unterschiedlichen Dichten sowohl verschiedener nativer Zell-
komponenten als auch von Neratinib widerspiegelt. Deutlich
erkennbar ist der vom Zytoplasma umgebene Kern. Feld B
zeigt ein integriertes Raman-Intensitétsbild der Region 2200—
2225 cm™', das Neratinib repriisentiert. Feld C ist eine Uber-
lagerung der Felder A und B und zeigt, wie Neratinib in der
Zelle verteilt ist. Um nachzuweisen, dass Neratinib innerhalb
der Zelle lokalisiert ist, und nicht auf der Zelloberfliche
prézipitiert, fithrten wir Raman-Querschnittsmessungen ent-
lang der x—z-Achse der gleichen Zelle durch, wie in den
Feldern E-G gezeigt ist. Diese Bilder zeigen deutlich, dass
Neratinib innerhalb der Zelle internalisiert ist. Ahnliche
Ergebnisse wurden fiir NSCLC NCI-H1975 und Calu-3
Zellen erhalten (Abbildungen S2,S3).

Eine Kombination aus Raman-Mikrospektroskopie und
multivariaten Analysen wurde verwendet, um verschiedene
zellulire Komponenten darzustellen.''?! Wir haben hier-
archische Clusteranalysen (HCA) von Raman-Datensétzen
von Zellen aus mehreren Replikaten (Abbildungen S2-S6)
sowie fiir Zellen mit unterschiedlichen Neratinib-Konzentra-
tionen berechnet (Abbildungen S7-S9). Das HCA-Index-
Farbbild (Abbildung 1D) gibt die Position des Nukleus
(Abbildung S10) sowie mehrere Bereiche im Zytoplasma
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wieder. Die roten und blauen Cluster im HCA-Bild (1D)
reproduzieren auch die Lokalisierung von Neratinib in der in
1B gezeigten Zelle.

Abbildung 2 zeigt die Raman-Mittelwertspektren der
roten (b) und blauen (c) Cluster aus der Abbildung 1D
zusitzlich zu den Spektren des freien Neratinibs (a) und der
SK-BR-3 Zellen (Kontrolle, d). Die Mittelwertspektren von
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Abbildung 2. a) Raman-Spektrum von freiem Neratinib. Gezeigt sind
die Raman-Mittelwertspektren von Arzneimittelregionen innerhalb der
Zelle der roten (b) und blauen (c) Cluster in 1D. d) Raman-Spektrum
von unbehandelten SK-BR-3-Zellen (Kontrolle). Die Inserts zeigen ver-
groRerte Spektren um die charakteristischen 1386 und 2208 cm™
Banden.

Neratinib in den Zellen (b, ¢) zeigen dhnliche Eigenschaften
wie das freie Neratinib-Spektrum (a), einschlieBlich des
charakteristischen Signals der C=N-Gruppe. Somit zeigen
diese Ergebnisse, dass die mit HCA gekoppelte Raman-
Mikroskopie dazu benutzt werden kann, die Raman-Spektren
von Neratinib in Zellen zu berechnen. Dariiber hinaus kann
die 2208 cm™' -Bande als labelfreie Markerbande zur Uber-
wachung der Neratinib-Verteilung in Zellen verwendet
werden.

Die Anwendung labelfreier Raman-Mikroskopie zur
Uberwachung der Verteilung von Arzneistoffen in Zellen ist
nicht nur auf Molekiile mit einem labelfreien Marker in der
Raman-stillen Region von Zellen beschriankt (1800-
2800 cm ™). TKI mit kleinen Molekiilen haben normalerweise
starke und scharfe Raman-Banden in der Fingerabdruckre-
gion, die ebenfalls zur Uberwachung der Arzneimittelvertei-
lung in Zellen herangezogen werden koénnen.””'! Neratinib hat
eine starke Raman-Bande bei 1386 cm™' (Abbildung 2a), die
ebenfalls verwendet werden kann und sogar dem labelfreien
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Marker fiir Neratinib in Zellen tiberlegen ist (Abbil-
dung S11). AuBerdem wurden dhnliche Raman-Messungen
durchgefiihrt, bei denen NCI-H1975-Zellen mit 0.5 pm
(250 ngmL™") Neratinib behandelt wurden (Abbildung S12).
Diese Konzentration ist 200- bzw. 4000-fach niedriger als die
fiir das Raman-Imaging von Erlotinib'!! und einem anderen
Anti-Tumor-Wirkstoffkandidaten™® in Darmkrebszellen ver-
wendete Konzentration. Das ist nicht nur eine der niedrigsten
durch Raman-Mikroskopie nachgewiesenen Medikamenten-
konzentrationen in Krebszellen, sie kommt auch der nachge-
wiesenen Neratinib-Konzentration im Plasma von menschli-
chen Patienten (5.8-143.3 ngmL™") nach der peroralen Be-
handlung nahe.?>24

Das Raman-Spektrum der Zellen (Abbildung2d) zeigt
Banden bei ~ 1657 (Amid I), =~ 1450 (C-H- und CH,-Biege-
schwingung), ~1200-1400 (Amid III), und ~1000cm™'
(Ringatmungsschwingung von Phenylalanin).”®!  Diese
Banden wurden auch in den Spektren der Neratinib enthal-
tenden Cluster in Zellen (b, c) beobachtet, was darauf
hindeutet, dass zelluldire Komponenten teilweise zu diesen
Spektren beitragen. Zusitzlich sind die Raman-Spektren (b,
c¢) vom in den Zellen lokalisierten Neratinib denen von freiem
Neratinib dhnlich (Spektrum a). Jedoch ist in beiden Spektren
(b, ¢) von Neratinib in Zellen die C=EN-Bande bei 2208 cm™
im Vergleich zum Spektrum vom freien Neratinib (a) zu
2217 cm™! nach rechts verschoben. Die 1386 cm™' Bande im
Spektrum (a) ist ebenfalls nach rechts verschoben zu
1399 cm ™! im Spektrum (b), wihrend ein Doublet bei 1402/
1388 cm™" im Spektrum (c) erschien. Es sollte angemerkt
werden, dass die 1402 cm™!-Bande nicht in Spektren von
freiem Neratinib (a) oder Kontrolle (d) existiert. Diese
Anderungen in den Spektren (b) und (c) legen nahe, dass
die Struktur von Neratinib aufgrund des Stoffwechsels ver-
andert ist, und nicht folglich einer Umgebungsidnderung wie
z.B. durch Lipide (Abbildungen S13 und S14).

Die Raman-Spektren von Neratinib-Vorstufen und DFT-
Rechnungen (Abbildung S15) legen nahe, dass die Bande bei
1386 cm™' von freiem Neratinib hauptsichlich aus seinem
Chinolinring stammt (C-C-Streckung und C-H-Biegung). Da
die 1386 cm™! and 2208 cm™' (C=N, konjugiert zum Chino-
linring) Banden von freiem Neratinib signifikante Wellen-
zahlverschiebungen in Zellen zeigen, ist es der Chinolinring
von Neratinib, der sich hochstwahrscheinlich in den Metabo-
liten von Neratinib verindert. Ahnliche Ergebnisse wurden
fir NSCLC-Zellen mit und ohne T790M-EGFR-Mutation
beobachtet (Abbildungen S2,S3). Dariiber hinaus enthalten
die Raman-Spektren dieser Metaboliten einen Beitrag vom
nativen Neratinib (Abbildung S16). Die Anwesenheit vom
nativen Neratinib zusammen mit Metaboliten in Zellen
wurde durch LC-MS bestitigt. So haben wir erstmals die
intrazelluldre Verteilung von nativen Neratinib neben zwei
Metaboliten in verschiedenen Krebszellen markerfrei beob-
achten konnen.

Die Raman-Intensitit der C=N-Bande nahe 2208 cm™
von Neratinib zeigt eine lineare Korrelation mit der Wirk-
stoffkonzentration (Abbildung S17). Basierend auf der Kali-
brierungskurve der Neratinib-Losungen (2-15 mm) kann die
Gesamtkonzentration von Neratinib und seinen Metaboliten,
die in verschiedenen Krebszellen lokalisiert sind, abgeschétzt
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werden. Die berechneten Neratinib-Konzentrationen in den
Krebszellen liegen bei 6.2-9.6(4+ 1.0 —1.2) mm, das ist 1200-
1900(=200-240)-fach hoher als die extrazelluldre Neratinib-
Konzentration (5 pm). Diese hohen intrazelluldren Neratinib-
Konzentrationen erkldren die starken Neratinib-Raman-Si-
gnale in verschiedenen Krebszellen.

Neratinib bindet an EGFR und HER2"®! und es ist wichtig,
die Verteilung nicht nur von Neratinib in Zellen, sondern
auch von diesen Rezeptoren sowie Lysosomen zu untersu-
chen. Neratinib ist eine schwache Base, die in einer sauren
Umgebung protoniert werden kann, und Lysosomen sind
hochstwahrscheinlich Kompartimente fiir die Akkumulation
von Neratinib.?®! Die Verteilung von Neratinib in drei
Replikaten verschiedener Zellen wurde durch Raman-Ima-
ging nachgewiesen, wihrend die Verteilung von Lysosomen,
EGFR und HER? in denselben Zellen durch Fluoreszenz-

Abbildung 3. A) HCA von Neratinib beinhaltenden Clustern in der
Zelle, B) Fluoreszenzbild derselben Zelle mit Lysosomen (griin) um
den Zellkern (blau) herum und C) Uberlagerung (gelb und weiR) der
Felder A und B. D) Fluoreszenzbild der gleichen Zelle, die EGFR- (rot)
und HER2-Verteilung (griin) um den Zellkern zeigt. Die Uberlagerung
(gelb) von Feld B mit EGFR (rot) und HER2 (rot) wird in den Feldern
E bzw. F gezeigt.

mikroskopie beobachtet wurde (Abbildungen3 und S18-
$28). Abbildung 3 A zeigt nur HCA-Cluster von Neratinib-
Metaboliten, die aus dem Indexfarbbild der Raman-Ergeb-
nisse entnommen wurden (Abbildung 1D). Die roten und
pinken (statt blauen) Cluster reprasentieren M1- bzw. M2-
Metaboliten. Abbildung 3B zeigt die Verteilung von Lysoso-
men (griin), die den Kern (blau) in der Zelle umgeben.

Die Uberlagerung (Feld C) der Felder A und B zeigt an,
dass der groBte Teil des Arzneimittels in den Lysosomen (gelb
und weifl) akkumuliert ist. Es wird vermutet, dass ein schwach
basischer Wirkstoff einen deutlichen Anstieg der lysosomalen
Biogenese induziert, was zu einem bemerkenswerten Anstieg
der Lysosomengrofle und -anzahl und schlieBlich zu einer
Akkumulation des Wirkstoffs innerhalb der Lysosomen
fiihrt.?! Ahnliche Ergebnisse wurden erzielt, wenn Neratinib
im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls eine Zunahme der
lysosomalen Biogenese induziert (Abbildung S29). Abbil-
dung 3D zeigt das Fluoreszenz-Imaging von Nukleus (blau),
EGFR (rot) und HER2 (griin). In Abwesenheit von Nerati-
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nib ist der grofite Teil von EGFR und HER2 mit der
Zelloberfliche und im Zytoplasma assoziiert (Abbil-
dung S30), wihrend die Behandlung mit Neratinib die zyto-
plasmatische Akkumulation von EGFR und HER?2 verstirkt
(Abbildungen 3D und S18-S28). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Neratinib eine Internalisierung von EGFR
und HER? induziert. Die Felder E und F (Abbildung 3) sind
Uberlagerungsbilder von Lysosomen mit EGFR bzw. HER2.
Einige dieser Rezeptoren sind mit Lysosomen kolokalisiert.
Es wurde bereits berichtet, dass das internalisierte HER2 in
SK-BR-3 Zellen, die mit Neratinib behandelt wurden, dem
klassischen endosomalen/lysosomalen Stoffwechselweg zum
Abbau folgt.””? Somit legen die vorliegenden Ergebnisse
nahe, dass sowohl EGFR als auch HER2 einer Neratinib-
induzierten Endozytose unterliegen.

Neratinib besitzt eine o,f3- ungesittigte Carbonyleinheit
(Acrylamidgruppe), die durch eine Michael-Additionsreakti-
on eine kovalente Bindung mit Cys797 von EGFR bzw. mit
Cys805 von HER2 bildet.”*! Neratinib behilt auch elektro-
phile Reaktivitdt gegeniiber dem Cys-Rest von Glutathion
(GSH) durch Bildung eines GSH-Addukts bei.”®! Wir unter-
suchten die chemische Reaktivitdt von Neratinib mit GSH
(Abbildung S31). Eine neue, der C-S-Streckschwingung®®’
zugeordnete Raman-Bande erschien bei 673 cm™!, die als
Ergebnis der Bildung einer kovalenten Bindung zwischen der
Acrylamid-Einheit von Neratinib mit einem Cys von GSH
erzeugt wurde. Diese Bande wurde in den Raman-Spektren
von Neratinib in Zellen nicht nachgewiesen, was impliziert,
dass die Mehrheit des nachgewiesenen nativen Neratinibs
und dessen Metaboliten in Zellen nicht kovalent an EGFR
oder HER2 gebunden ist.

Die LC-MS-Ergebnisse von Zellen, die mit Neratinib
behandelt wurden, wiesen die Anwesenheit des nativen
Neratinibs (M =556.2) und drei Hauptmetaboliten I (M =
449.1), 11 (M =433.1) und III (M =461.1) auf. IThre moglichen
Strukturen sind in Schemal gezeigt. Die identifizierten
Metaboliten tragen nicht die Dimethylaminoacrylamid-Ein-
heit, die den Cys-Rest von EGFR oder HER2 binden wiirde.

(0] i A O X o} X

433.1 (la) ¢l N~ (lb) Ci N -~ (lle) ¢ N~
H o
~_O N_OH ~_O N_O ~_O N

HoN NN, — HZNmN HoN 7Ny

HN HN HN

O N \©\0 A O 1 A

461.1 (lma) ¢ N~ (i) Cl N ~ (le) ¢ N ~

Schema 1. Neratinib und seine Metabolitkandidaten mit den jeweiligen
monoisotopischen Massen (gmol™').
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Dariiber hinaus ist die intrazellulire Konzentration von
Neratinib wahrscheinlich viel hoher als die von EGFR und
HER?2, sodass der Anteil von kovalent gebundenem Nerati-
nib in einer sehr geringen Konzentration vorliegt, die unter-
halb der Nachweisgrenzen der Raman-Mikroskopie liegt.
Somit zeigen sowohl Raman- als auch LC-MS-Ergebnisse,
dass die detektierten Neratinib-Metaboliten in Zellen nicht
kovalent an EGFR- oder HER2-Proteine gebunden und
inaktiv sind. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Raman-
Mikroskopie ein Potenzial fiir die Messung der physiochemi-
schen Eigenschaften von Wirkstoffkandidaten in einem
frithen Stadium der Arzneimittelentdeckung und -entwick-
lung besitzt. Diese Messungen sind essenziell, um die derzei-
tigen hohen Ausfallraten von neuen Arzneimittelkandidaten
zu verringern.’” Die Anwendung von Imaging-Methoden bei
der Arzneimittelentdeckung hat eine Perspektive, um prakli-
nische medizinische Chemieoptimierungszyklen zu beschleu-
nigen und eine in vitro zu in vivo Translation von Arzneimit-
telkandidaten zu verbessern.*!*

Dariiber hinaus erfolgte in den durch LC-MS identifizier-
ten Neratinib-Metaboliten Hydroxylierung, N-Oxidation und
Dealkylierung des Chinolinrings (Tabelle S1 und Abbildun-
gen S32-S35). Diese strukturellen Verdnderungen konnen
durch die Cytochrom P450-Enzym-(CYP450)-Superfamilie
induziert werden, die an dem groften Teil des Stoffwechsel-
weges beteiligt ist.’**! Es wurde berichtet, dass Neratinib
durch CYP450-Isoform 3A4 metabolisiert wird,”! das in SK-
BR-3, NCI-H1975 und Calu-3 Zellen exprimiert wird."!

Um die durch Raman-Mikrospektroskopie detektierten
Metaboliten (M1 und M2) mit den durch LC-MS identifi-
zierten zu korrelieren, haben wir DFT-Rechnungen (Tabel-
le1 und Abbildung S36) fiir alle Metabolitenkandidaten
durchgefiihrt (Schema 1). Die Daten zeigen eine gute Uber-
einstimmung zwischen den berechneten Raman-Banden
(~1386 and 2208 cm™") der durch LC-MS identifizierten
Metabolite I und IIb/IIIb mit den durch Raman-Mikrospek-
troskopie nachgewiesen M1 und M2. Daher nehmen wir an,
dass das Raman-Spektrum von M1 (Abbildung2b) von
Metaboliten I stammt, wihrend Metabolit IIb und/oder IIIb
zum Raman-Spektrum von M2 beitragt (Abbildung 2¢).

Zusammenfassend wurde die intrazelluldre rdumliche
Verteilung von Neratinib-Metaboliten durch die markerfreie
Raman-Mikrospektroskopie untersucht. Die meisten Nerati-

Tabelle 1: Die experimentellen und mit DFT berechneten Raman-Wel-
lenzahlen der charakteristischen Banden von Neratinib und seinen Me-
taboliten.

Verbindung Wellenzahl [em™]

Raman: Neratinib 1386 - 2208

M1 1399 (+13) - 2217 (+9)
M2 1388 (+2) 1402 (+16) 2217 (+9)
DFT: Neratinib 1381 - 2238
Metabolite | 1395 (+14) - 2252 (+14)
Metabolite Ila 1364 (—17) - 2244 (+6)
Metabolite 11b 1383 (+2) 1395 (+14) 2244 (+6)
Metabolite llc 1378 (-3) - 2251 (+13)
Metabolite Illa 1369 (—12) - 2244 (+6)
Metabolite I11b 1382 (+1) 1401 (+20) 2243 (+5)
Metabolite Ilic 1365 (—16) 1373 (-8) 2250 (+12)
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nib-Metabolite akkumulierten in Lysosomen. Sowohl EGFR
als auch HER?2 werden einer Neratinib-induzierten Endozy-
tose unterzogen. Neue Metabolite von Neratinib wurden in
Brustkrebs- und NSCLC-Zellen nachgewiesen. Eine Kombi-
nation aus Raman-Mikrospektroskopie, DFT-Rechnungen
und LC-MS wurde verwendet, um die chemische Struktur von
Neratinib-Metaboliten zu identifizieren. Diese Ergebnisse
zeigen das Potenzial der Raman-Technik fiir die pharmako-
kinetische Beurteilung von Arzneimitteln in Zellen.
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Nachweis fiir den Metabolismus eines Raman-Mikrospektroskopie kann als in Zellen verwendet werden. Die Methode
Tyrosinkinase-Inhibitors, Neratinib, in markerfreie Technik zur Untersuchung besitzt Potential als In-vitro-Test fiir die
Krebszellen der rdumlichen Verteilung und des Me- Pharmakokinetik.
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