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Theoretischer Teil 1

1. Einleitung

Suchterkrankungen verursachen weltweit sehr grosse gesellschaftliche und
wirtschaftliche Probleme. Die sogenannten stoffgebundenen Siichte (z.B. Alkohol-,
Nikotin-, Heroinsucht) haben zusitzlich zur Suchterkrankung an sich eine Reihe von
korperlichen und psychischen Begleiterkrankungen zur Folge. Ein einfacher Verzicht
auf Drogen ist durch den alleinigen Willen des Abhédngigen im Normalfall nicht
moglich. Ziele der Forschung sind deshalb neue Substanzen und Ansitze, die den
Teufelskreis der Sucht unterbinden.

Sucht kann definiert werden als unabweisbares Verlangen nach einem bestimmten
Geflihls-, Erlebnis- oder Bewusstseinszustand. Das Ziel von siichtigem Verhalten ist
entweder Lustgefiihle herbeizufiihren und/oder Unlustgefiihle (Unruhe, Trauer, Wut
etc.) zu vermeiden. Siichtiges Verhalten zielt also auf die qualitative Verdanderung des
momentanen Erlebniszustandes und beinhaltet stets die Manipulation der eigenen
Befindlichkeit. Suchtursachen sind im Zusammenwirken der Faktoren Mensch,
Gesellschaft und Suchtmittel zu beschreiben. Individueller Grund ist eine
Autonomiestorung, die als Selbstwertschwiche deutlich wird. Um von Suchtverhalten
zu sprechen, miissen die vier Merkmale Wiederholungszwang, Dosissteigerung,
physische oder psychische Abhédngigkeit und Entzugserscheinungen klar ausgeprigt
sein [1].

Im offiziellen Sprachgebrauch der Weltgesundheitsorganisation (WHO) existierte der
Begriff ,,Sucht® von 1957 — 1964. Danach wurde er durch ,Missbrauch® und
»Abhédngigkeit“ ersetzt. Die medizinische Definition nach ICD-10 (International
Statistical Classification of Diseases and Related Health Disorders, 10th Revision) der

WHO von 1992 unterscheidet:
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Drogenmissbrauch
e Gelegentlicher Konsum

e Gesundheitsschidigung durch Konsum

Drogenabhéngigkeit
e Starkes Bediirfnis nach Konsum
e Anhaltender Konsum trotz Gesundheitsschidigung
e Vorrang des Konsums vor anderen Aktivitdten und Verpflichtungen
e Toleranzentwicklung

e Manchmal korperliches Entzugssyndrom

Das letzte Jahrzehnt erbrachte grosse Fortschritte in der Behandlung der Abhéngigkeit.
Auf neuen Erkenntnissen iiber die Physiologie des Gehirns basierend, werden immer
neue Therapiestrategien ausgearbeitet. Die Abhidngigkeit wird verursacht durch adaptive
Verdanderungen im zentralen Nervensystem und das sogenannte Craving wird fiir den
Riickfall verantwortlich gemacht. Dabei spielt der dopaminerge Haushalt und die
allgemein erhohte Reizbarkeit der Neuronen eine wichtige Rolle.

Beim Konsum einer psychoaktiven Substanz bekommen vorhandene Umfeldreize durch
klassisches Konditionieren einen positiven Anreizwert fiir die positiven Wirkungen der
Droge. Die Umfeldreize sorgen bei wiederholtem Drogenkonsum dafiir, dass der Korper
die Wirkung der Droge kompensieren kann. Die Umfeldreize kénnen dann zu
Auslosereizen fiir den Drogenkonsum werden, indem sie auch bei Ausbleiben der
Droge die Kompensation hervorrufen. Damit wird ein starkes Verlangen (Craving) nach

der Droge ausgelost, um ein Wohlbefinden zu erreichen [1,2]. Die Behandlung mit
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sogenannten Anti-Craving Substanzen wie Acamprosat sind nur bei glaubhaft zur
Abstinenz bereiten Patienten zu erwigen [3,4].

Weitere pharmakologische Ansédtze zielen auf die Inhibierung des Calciumkanals oder
NMDA-Rezeptors, die Stimulierung des inhibitorischen GABAergen Systems oder auf
ein Abschwichen der hyperaktiven dopaminergen Neurone [5,6]. Eine wichtige Gruppe
von Wirkstoffen beinhaltet die agonistische Therapie, auch Substitutionstherapie
genannt. Bei der Heroin- bzw. Opiatsubstitutionstherapie werden Agonisten wie
Buprenorphin oder Methadon schon seit Jahrzehnten eingesetzt [7]. Diese besitzen eine
geringere intrinsische Aktivitit an Opioid-Rezeptoren mit einer verldngerten
Halbwertszeit. Ein weiteres Beispiel der Substitution ist der Einsatz von z. B.
Nikotinpflastern zur Raucherentwéhnung. Die kontinuierliche Zufuhr geringer Mengen
an Nikotin verringert das Craving und kann der Einzelperson helfen mit dem Rauchen
aufzuhoren [6]. Das Nikotinpflaster hat grosse Erfolge in der Suchttherapie aufzuweisen
und ist eines der umsatzstirksten Arzneimittel aller Zeiten.

Die Entwicklung eines Antagonisten am Cholecystokinin-Rezeptor (CCK; bzw. CCK-
B), u.a. zur Behandlung der Drogenabhdngigkeit, wird seit vielen Jahren von
Pharmazeutischen Firmen wie Lilly, Merck oder Parke-Davis verfolgt. Dabei gehen sie
von einer nicht-peptidischen Chinazolinon-Leitstruktur, dem Asperlicin aus [7,8]. Das
Cholecystokinin interagiert mit anderen Neurotransmittern in einigen Hirnregionen, v.
a. mit Dopamin. Der Einsatz eines CCK-B Antagonisten zur Behandlung von
neuropsychiatrischen Erkrankungen und der Drogenabhingigkeit liegt nahe. Bis jetzt ist
noch kein Arzneistoff gegen die Indikation Drogenabhéingigkeit auf dem Markt.

Die Firma Pfizer wihlt fiir die Raucherentwohnung einen anderen Angriffspunkt ihres

neuen Wirkstoffes Varenicline. Varenicline ist ein partieller Agonist am oyf3,-
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nikotinischen Acetylcholinrezeptor und basiert auf Forschungen der damaligen UdSSR
aus den 60-er Jahren an dem Naturstoff Cytisin. Dieser Wirkstoff befindet sich
momentan (Sommer 2004) in der Endphase der klinischen Phase III mit sehr guten
Erfolgen. Die Entwicklungskosten betragen bis dato geschétzte 900 Millionen Dollar.
Ein weiterer sehr hoffnungsvoller Wirkstoff wird von der Firma Sanofi-Synthelabo
entwickelt. Rimonabant (Acomplia'™) greift in das iiberaktive Endocannabinoid-
System ein und wird als selektiver CB;-Antagonist bezeichnet. Dieser wirkt dabei als
Craving-Inhibitor und Appetitziigler zugleich. Fiir den iibergewichtigen Raucher wére
Rimonabant als Doppeltherapie gedacht und wiirde die Gewichtszunahme nach der
Raucherentwohnung bremsen. Exzessives Essen, Anhdufung von Fett und chronischer
Tabakgebrauch ,,iiberstimulierten” das Endocannabinoid-System, vor allem die CB;-
Rezeptoren, welche im zentralen Nervensystem und an Fettzellen lokalisiert und damit
an der Nahrungsmittelaufnahme sowie der Nikotinabhdngigkeit beteiligt sind [10,11].
Die klinische Phase III soll Ende 2004 fertiggestellt sein. Bei einer Milliarde
iibergewichtigen Menschen auf der Welt und bei jedem zweiten Todesfall von Langzeit-
Rauchern durch eine Nikotin-verursachte Erkrankung kann man das Rimonabant als
eines der zukunftstrichtigsten Produkte {iberhaupt bezeichnen. Die Entwicklungen im
Frithjahr 2004 mit der Ubernahme von Aventis durch Sanofi-Synthelabo haben gezeigt,
wieviel Umsatz und Gewinn sich u. a. durch diesen Wirkstoff erhofft wird. Diese zwei
neuen Wirkstoffe zeigen das grosse Bestreben der Firmen in dieses Indikationsgebiet
und auf diesen sehr grossen Markt einzudringen.

Desoxypeganin, das hier in dieser Arbeit untersuchte Alkaloid, konnte als ,,dritter Weg*

mit einem kombinierten cholinergen und dopaminergen Mechanismus gut in der
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Alkohol- und Rauchertherapie positioniert werden. Andere Indikationsgebiete wie die

Alzheimer-Krankheit sind ebenso denkbar.

2. Aufegabenstellung und Zielsetzung

Auf das Alkaloid Desoxypeganin wurden wir durch eine industrielle Kooperation
aufmerksam. Dieses Alkaloid mit einer Dihydrochinazolin-Grundstruktur wird von
einem Institut in Taschkent/ Uzbekistan (,,Institute of the Chemistry of Plant
Substances®) seit Jahrzehnten untersucht und es wurde in den Zeiten der UdSSR an
Alkoholabhingigen getestet. Die Isolierung aus der natiirlichen Quelle der Steppenraute
ist sehr zeitaufwindig und man kann nur geringe Mengen an Alkaloid gewinnen.
Problematisch ist also die Bereitstellung einer fiir weitergehende Untersuchungen
ausreichende Menge. Deshalb musste eine Synthese ausgearbeitet werden, die sich bis
in den industriellen MafBlstab erweitern ldsst. Die Synthese grosserer Mengen war auch
notwendig, um diesen neuen Wirkstoff mit seinen chemischen und physikalischen
Eigenschaften weiter charakterisieren zu konnen. Auch ist die friihzeitige Erforschung
des Metabolismus wichtig, da dieser iiber die weitere Entwicklung einer Substanz zum
Arzneistoff entscheidet. Fiir die spiatere Anwendung eines Wirkstoffes am Patienten ist
eine pharmazeutische Darreichungsform notwendig. Die Entscheidung fiel auf die
Herstellung der meistverbreitesten Darreichungsform Tablette sowie die Entwicklung
eines Transdermalen Therapeutischen Systems (TTS). Neben der Verpressbarkeit
unterschiedlicher Desoxypeganin-Salze sowie deren Charakterisierung sollten auch
verschiedene TTS-Formulierungen mit unterschiedlichen Klebern und Enhancern
hergestellt und das Permeationsverhalten des Wirkstoffes durch humane Vollhaut

untersucht werden.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist also die umfassende Bearbeitung und
Charakterisierung eines neuen Arzneistoffkandidaten von der Synthese iiber den

Metabolismus bis zur Entwicklung von verschiedenen Darreichungsformen.

3. Peganum harmala L./ Zyvgophyllaceae

Die Steppenraute, Peganum harmala L./ Zygophyllaceae, ist eine heilige Pflanze des
alten Orients. Heutzutage ist der Gebrauch von Steppenraute in Marokko noch {iblich.
Der Rauch soll vor dem bdsen Blick schiitzen, Teufel und Didmonen vertreiben,
hellsichtig machen und berauschen. Schamanen verbrennen die Samen rituell unter
Rauchentwicklung, um sich in Ekstase zu versetzen. In Indien werden die Samen als
Weihrauch gehandhabt, um die Geburt zu erleichtern. Den Schamanen Nepals dienen

die Samen als magisches Rauchermittel.

3.1. Beschreibung der Pflanze

Peganum harmala L. ist ein ganzjdhriges unbehaartes Kraut mit einer Grosse von
dreissig bis einhundert Zentimeter, das in trockenen Gebieten von Spanien, Nordafrika,
Stidosteuropa und im indischen Raum beheimatet ist. Im Iran ist diese Pflanze unter
dem Namen ,,Espand* bekannt und wird als ,,Harmel* in Nordafrika und ,,African Rue®,
,,Mexican Rue* oder ,, Turkish Rue* in den USA bezeichnet. Sie hat einzelne weisse
Bliiten und schmale Blétter, die nach Zerknicken sehr intensiv riechen. Die Friichte sind
runde Kapseln, die in ihren drei Kammern eckige schwarze Samen enthalten [12]. Der

bittere Geschmack der Pflanze stosst im Normalfall Tiere ab, die nur bei
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Futterknappheit dieses Kraut zu sich nehmen. Dabei kommt es vor allem bei Kamelen

immer wieder zu Vergiftungen [13].

3.2. Hauptinhaltsstoffe

Die Familie der Zygophyllaceaen besteht aus 30 Gattungen und 235 Arten, wobei nur
aus sechs Gattungen und 19 Arten insgesamt 117 verschiedene Alkaloide isoliert
werden konnten. Die pharmakologisch aktiven Substanzen von Peganum harmala sind
verschiedene Alkaloide, die man vorwiegend in den Samen und Wurzeln findet. Dabei
stellen die p-Carboline mit Harmin, Harmalin, Harmalol und Harman die
Hauptalkaloide dieser Pflanze dar. Zusitzlich enthalten vor allem die Samen
Chinazolin-Alkaloide (Abb. 1) wie Vasicin (=Peganin) (1), Vasicinon (2) und
Desoxypeganin (3) [14]. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Samen von
Peganum harmala eine antibakterielle, fungizide und antivirale Aktivitdt [15,16] sowie
einen antineoplastischen Effekt in-vitro und in-vivo aufweisen [17,18]. Diese Effekte
sind vorwiegend auf die B-Carboline zuriickzufiihren. Bei der weiteren Betrachtung
wird sich auf die Chinazolin-Alkaloide, auch Alkaloide vom Peganin-Vasicinon-Typ,

konzentriert.

3.3. Wirkung der Chinazolin-Alkaloide

Bisher wurden ungefdhr 50-60 Alkaloide mit Chinazolin-Grundkorper aus den
verschiedensten Familien wie z.B. Rutaceae, Acanthaceae, Scrophulariaceae und
Zygophyllaceae isoliert [19,20]. Die Chinazolin-Alkaloide von Peganum harmala,

Vasicin (1) und Vasicinon (2), besitzen eine bronchodilatorische Aktivitdt [12,21] und
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zeigen 1im Tierversuch abortive Effekte [22,23]. Desoxypeganin (3) weist eine
Monoaminoxidase-Hemmung auf und die synaptische Konzentration der Monoamine
wie Noradrenalin, Adrenalin, Serotonin und Dopamin nimmt im Gehirn zu. Weiterhin
kommt es zu einer Modulation des cholinergen Systems und zu einer reversiblen
Inhibition der Acetylcholinesterase. Dieser anticholinerge Effekt ist dabei im
Tierversuch doppelt so stark ausgepriagt wie bei dem Wirkstoff Galanthamin

(Reminyl®) bei einer geringeren Toxizitit [24].

Vasicin (=Peganin) (1) Vasicinon (2) Desoxypeganin (3)

Abb. 1: Chinazolin-Alkaloide, auch Alkaloide vom Peganin-Vasicinon-Typ genannt.

4. Enzyme/ Rezeptor

4.1. Acetycholinesterase

Das Enzym Acetylcholinesterase (AChE) spielt eine wichtige Rolle bei der
Signaliibertragung durch Nervenzellen. Es ist an membranédre Glykolipide gebunden
und wird in den synaptischen Spalt hinein ausgeschiittet. Dort ist es fiir den Abbau des
cholinergen Transmitters Acetylcholin in Cholin und Essigsdure zustdndig. Das
unwirksame Cholin wird aktiv in das Axon wieder aufgenommen und die Essigsdure

mit dem Blut abtransportiert (Abb. 2).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der cholinergen Ubertragung nach [25].

Die Acetylcholinesterase kann z. B. durch Alkylphosphate wie E 605 gehemmt werden,
die sehr stabile kovalente Phosphoryl-Enzym-Komplexe bilden. Es kommt dann zu
einer stindigen Reizweiterleitung, da das Acetylcholin nicht mehr abgebaut wird.
Inhibitoren der AChE wie z.B. Donepezil werden als Medikamente gegen neurologische

Storungen wie Myasthenia Gravis oder der Alzheimer-Krankheit eingesetzt [26,27].

4.2. Monoaminoxidase (MAQO)

Die Monoaminoxidase katalysiert die oxidative Desaminierung von biogenen Aminen
inklusive der Neurotransmitter Dopamin, Noradrenalin, Tyramin und Serotonin (5-HT).
Man unterscheidet zwischen MAO-A und MAO-B, die sich in ihrer Substratspezifitit,
Inhibitorsensivitdt und ihrer zelluliren Lokalisation unterscheiden [28,29]. Dabei

bevorzugt MAO-A Serotonin und Noradrenalin als Substrate und MAO-B Dopamin
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und weitere exogene Monoamine. Die Fidhigkeit der Monoaminoxidase zur
Metabolisierung der Neurotransmitter zeigt, dass diese Enzyme eine grosse Rolle im
menschlichen Verhalten und bei neuronalen Funktionsstérungen spielen. So kann man
MAO-A Inhibitoren effektiv bei der Behandlung von Depressionen [30] und
Angstzustinden [31] einsetzen. Die Behandlung der Erkrankungen Parkinson [32] und
Alzheimer [33] sind durch den Einsatz von MAO-B Inhibitoren mdéglich. Durch die
Hemmung der MAO nimmt die synaptische Konzentration der Neurotransmitter im
Gehirn zu und diese Anreicherung kann sich dann giinstig auf den Krankheitsverlauf

auswirken.

4.3. Nikotinischer Acetylcholinrezeptor

Der nikotinische Acetylcholinrezeptor (n-Cholinozeptor) gehdrt zu der Familie der
ligandengesteuerten lonenkanéle. Diese Rezeptoren haben eine pentamere Struktur und
bilden eine zentrale membrandre Pore. Man kann diese in drei Unterfamilien einordnen.
Die erste Unterfamilie besteht aus a;, Bi, v, € und d-Untereinheiten und ist vorwiegend
in der Skelettmuskulatur lokalisiert. Die beiden anderen Unterfamilien sind
hauptsdchlich neuronale Rezeptoren, die heteromer aus den Untereinheiten as, o4, o
und B, oder B4 oder homomer aus den Untereinheiten a7, ag, o9 aufgebaut sind. Es gibt
verschiedene nikotinische Rezeptoren, die im menschlichen Gehirn exprimiert werden
(Abb. 3). Dabei zdhlen die Subtypen as4f, und o; zu den wichtigsten. Sie sind
gekennzeichnet durch eine verstirkte Sensivitdit und Permeabilitit gegentiber
Calciumionen und spielen eine grosse Rolle in der neuronalen Erregbarkeit und im
cholinergen System [34]. Der nikotinische Acetylcholinrezeptor selbst ist ein

Natriumkanal.
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Abb.3: a7 Subtyp des nikotinischen Acetylcholinrezeptor [34].

Die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren sind involviert in komplexe kognitive
Funktionen wie Aufmerksamkeit, Lernen, Gedéchtnisleistung und Empfindungs-

vermogen.

5. Therapieansitze

Auf das Anwendungsgebiet Alzheimer-Krankheit soll im folgenden genauer
eingegangen werden. Nikotinsucht, Alkoholismus und psychische Erkrankungen
werden thematisch nur sekundér behandelt. Dabei sollen neben den wissenschaftlichen

Aspekten auch die sozialen und wirtschaftlichen Probleme kurz beleuchtet werden.
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5.1. Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit 1ist eine hirnorganische Erkrankung, die sich im
fortschreitenden Untergang von Neuronen &ussert. Das Krankheitsbild umfasst
Gedichtnis- und Orientierungsstérungen sowie Beeintrichtigungen des Denk- und
Urteilsvermogens, was die Bewiéltigung eines normalen Alltagslebens immer
schwieriger macht. Die Patienten sind auf zunehmende Hilfe und Unterstiitzung
angewiesen. Morbus Alzheimer wird zu den primir zerebral bedingten Demenzen
gezdhlt wie auch Morbus Parkinson. Die Haufigkeit nimmt im Lebensalter von 50 bis
90 Jahren exponentiell zu und statistisch leidet jede zweite Person mit 85 Jahren an
dieser Erkrankung [25]. In Deutschland gibt es rund 1,6 Millionen Demenzpatienten,
die jdhrlich fiir ihre Betreuung Kosten von 40 Milliarden Euro verursachen. Weltweit
geht man von 17 — 25 Millionen Patienten aus. Morbus Alzheimer gilt in den westlichen
Landern als vierthdufigste Todesursache nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Krebs und
Apoplexie [35,36]. Die Kombinaton aus steigender Prévalenz und einer langjéhrigen
intensiven Betreuung, die Patienten leben nach der Diagnose Alzheimer im
Durchschnitt noch sieben Jahre, stellt eine grosse soziale und 6konomische Belastung

fur die betroffenen Familien und die Gesellschaft dar.

5.1.1. Pathogenese des Morbus Alzheimer

Die Ursachen fiir die Demenz sind dusserst vielschichtig und beinhalten die Schidigung
und die Degeneration von Neuronen, die Bildung von neuronalen Plaques und
neurofibrilliren Biindeln im Gehirn. Bei der Schadigung der Neurone sind mehrere

pathologische Prozesse beteiligt wie die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen, ein
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Mangel an Wachstumsfaktoren, Apoptosevorgdnge, Plaquebildung, Stérungen der
cholinergen, dopaminergen und glutamatergen Transmittersysteme und/oder eine

gestorte zelluldre Calciumhomdoostase (Abb. 4).

Peri-infarkt-

Depolarisation

Zellschrwellung
[ Oderm)

Mitochondrienschidigung

Aldivierung
Von

Apoptose
Enzymen / ¥
DMNA-Schadigung

3-Armyloid Llilroglia-  Leukozyteninfiltration
aldtivierung

Abb. 4: Mogliche Ursachen, die zu einer Schddigung eines Neurons fiihren konnen,

nach Literaturquelle [25] verdndert.

Eine effektive Behandlung mit Pharmaka ist aufgrund der Vielzahl der betroffenen
neuronalen Systeme schwierig. Hinzu kommt, dass Symptome einer Demenz erst

auftreten, wenn schon eine grossere Anzahl der Neuronen irreversibel geschiadigt sind
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und man dann mit beeinflussenden Pharmaka das entstandene Ungleichgewicht im
Neurotransmitterhaushalt nicht mehr ausgleichen kann.

Die neuronalen Plaques bestehen vorwiegend aus dem sogenannten B-Amyloid [37].
Dieses B-Amyloid entsteht durch Endoproteolyse mit - und y-Sekretasen aus einem
Vorlauferprotein, dem Amyloid-Prekursor-Protein (APP). Es wird durch ein Gen
codiert, welches auf dem Chromosom 21 lokalisiert ist. Dies erkldrt auch das frithe
Auftreten der klassischen Alzheimer-Symptome bei Patienten mit Trisomie 21, Down
Syndrom, beginnend ab einem Lebensalter von 40 Jahren [38]. Das -Amyloid-Protein
exisitert in vier unterschiedlichen Formen, die sich in ihrer Kettenlinge von 39 — 43
Aminosduren unterscheiden. AP;4 und AP;43 sind dabei diejenigen Formen, die
vorwiegend in den neuronalen Plaques gefunden werden [36,39]. Ein spezieller
Nikotinrezeptor (Subtyp o), der in verschiedenen kortikalen Gebieten des Gehirns wie
den Basalganglien, dem Thalamus oder dem Hippocampus lokalisiert ist, wird durch die
Anhdufung des p-Amyloid-Proteins chronisch stimuliert [40]. Dies I6st eine
Signalkaskade aus und hat ein Ungleichgewicht der beiden Kinasen ERK2
(,,extracellular signal-regulated kinase*) und MAPK (,,mitogen-activated protein
kinase®) zur Folge. Dieses Ungleichgewicht spielt eine entscheidende Rolle beim
Gedichtnisverlust und Stérungen des Denkvermogens bei der Alzheimer-Krankheit
[41]. Die nikotinischen Acetycholinrezeptoren sind damit involviert in komplexe
kognitive Fahigkeiten wie Aufmerksamkeit, Lernen, Wahrnehmung und Erinnerungs-

vermdgen [42].
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5.1.2. Medikation

Trotz intensiver Bemiihungen der Wissenschaft auf molekularer und zelluldrer Basis
sind bis jetzt noch keine heilenden oder kausalen Behandlungen moglich. Die heute
iiblichen Therapieansdtze behandeln ausschliesslich die Symptome der Alzheimer-
Krankheit. Die  Wirkstoffe  greifen  vorwiegend in den  cholinergen
Neurotransmitterhaushalt ein, indem sie die Acetycholinesterase inhibieren oder die
nikotinischen Acetylcholinrezeptoren stimulieren [36]. Wirkstoffe wie Donepezil
(Aricept”), Rivastigmin (Exelon®) wund Galanthamin (Reminyl®) konnen
Acetylcholindefizite bei einer leichten bis mittelschweren Demenz beheben [42]. Der
wichtigste therapeutische Effekt der Cholinesterase-Inhibition ist die Stabilisierung der
kognitiven Leistungen. Die Hélfte der so behandelten Patienten bleiben fiir ein Jahr auf
threm kognitiven Niveau und bei 20% der Patienten gelingt dies sogar fiir zwei Jahre.
Galanthamin verstirkt zusitzlich noch die intrinsische Aktivitdt von Acetylcholin an
Nikotinrezeptoren. Dieser duale Mechanismus kann die Aktivitdt des cholinergen
Systems steigern. Ein weiterer Effekt bei der Inhibition der Cholinesterase ist die
Aktivierung der o-Sekretase, die das APP zu I6slichen, nicht aggregierenden
Fragmenten (sAPP) abbaut, damit die Anhdufung des B-Amyloid-Proteins und der
Plaques verringert [43].

Ein weiterer Therapieansatz ist der Einsatz von Calciumantagonisten wie Nimodipin
(Nimotop”), das den Calciumeinstrom in die Nervenzelle durch spannungsabhingige
Calciumkanile (L-Typ) hemmt. Bei Storung der Calciumhomoostase wird der
Energiestoffwechsel verdndert und der Anstieg der Calciumionen fiithrt zu einer
Aktivierung von Enzymen wie Kinasen, Phosphatasen, Proteasen, Lipasen und NO-

Synthasen, die die Schadigung der Neurone verursachen. Nur ein Drittel der Patienten
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sprechen auf dieses Medikament an. Die Wirkung ist nicht nur auf die Nervenzellen
beschrinkt und so miissen Patienten mit ,,Nebenwirkungen* wie Blutdrucksenkung,
Hautrotung, Hitzegefiihl, Zunahme der Herzfrequenz, Magen-Darm-Beschwerden und
peripheren Odemen kimpfen.

Als pathogenetischer Faktor bei degenerativen Hirnerkrankungen ist also die
Uberladung von Nervenzellen mit Calciumionen anzusehen. Der NMDA-Rezeptor, ein
Subtyp des Glutamatrezeptors, ist ein Calcium- und Natrium-Kanal, der insbesondere
fiir den Calciumeinstrom in das Neuron verantwortlich ist. Der Wirkstoff Memantin
(Ebixa”™) als NMDA-Antagonist wirkt damit wesentlich selektiver [26,42]. Memantin ist
derzeit das einzige Antidementivum, das fiir die Behandlung der mittelschweren bis
schweren Alzheimer-Krankheit zugelassen ist.

Nootropika zeigen in klinischen Studien eine gewisse antidementive Wirkung. Sie
haben positiven Einfluss auf die zerebrale Durchblutung und den Energiestoffwechsel
des Hirnes. Wirkstoffe wie Piracetam (Avigilen®) oder Pyritinol (Ardeyceryl®) steigern
den Glucosestoffwechsel und erhohen den ATP-Umsatz zur Verbesserung der
Hirnleistung. Die therapeutische Anwendung ist aufgrund der Nebenwirkungen und den
fehlenden Vorteilen beziiglich anderer Antidementiva stark zuriickgegangen.

Weitere Ansitze in der Therapie der Alzheimer-Krankheit sind Antioxidantien wie
Vitamin E, Selegilin als MAO-B-Inhibitor, Anti-apoptotische Substanzen wie Caspasen
[44], Anti-B-Amyloid Wirkstoffe, cholesterinsenkende Statine (APP, B- und y-
Sekretasen sind vorwiegend in cholesterinreichen Gebieten der Zellmembranen
lokalisiert) oder Substanzen, die die Produktion von neurotrophen Faktoren anregen und

damit die Degeneration der Neuronen verhindern (z.B. Leteprinim).
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5.2. Alkoholismus

Ein weiteres Indikationsgebiet von Desoxypeganin konnte das grosse Gebiet der
Suchterkrankungen darstellen, wobei Alkoholismus an erster Stelle zu nennen ist.
Alkoholismus beschreibt eine chronische Krankheit, an deren Entstehung und
Manifestation genetische, psychosoziale und umweltbedingte Faktoren beteiligt sein
konnen. Diese Erkrankung verlduft héufig progressiv. und tédlich und ist
gekennzeichnet durch periodischen (,,Quartalsdufer) und/oder kontinuierlichen
(,,Spiegelsaufer*) Kontrollverlust beim Trinken, hdufiges Denken an Alkohol, Anhalten
des Konsums trotz Kenntnis der schéddlichen Folgen (iiber 90 alkoholassoziierte
Krankheiten) sowie Leugnen der schiddlichen Folgen. Desweiteren kann langfristiger
Alkoholkonsum soziale Storungen nach sich ziehen. Diese konnen sich in Form des
Verlustes sozialer Verhaltensweisen dussern und vom Wegfall sozialer Anbindung, des
Arbeitsplatzes und der Wohnung begleitet werden. Insgesamt sind die
gesellschaftlichen und volkswirtschaftlichen Schiden aufgrund von Alkoholkonsum nur
schwer zu ermitteln. Man schitzt die volkswirtschaftlichen Kosten allein fiir
Deutschland auf ungefahr 20 Milliarden Euro pro Jahr. Dieser Gesamtverlust ergibt sich
aus direkten und indirekten Kosten. Zum direkten Ressourcenverbrauch (knapp 7,9
Milliarden Euro) tragen hauptsdchlich stationdre und ambulante Behandlungen und
Rehabilitationen sowie Vorbeugung und Betreuung bei. Hier gehdren aber auch die
Kosten, die zum Beispiel durch Arbeitsunfille, Sachschiden, Krankentransporte oder
Verwaltungsausgaben und Forschung entstehen. Die indirekten Ressourcenverluste
(iber 12 Milliarden Euro) werden vor allem durch den Arbeitsausfall, die

Frithberentung und den Tod erwerbstétiger Menschen bestimmt. Das sind ungefdhr 1 —
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3 % des Bruttosozialproduktes von Deutschland. Jéhrlich sterben ungefdhr 42000
Menschen an den Folgen ihres Alkoholkonsums [45].

Die Grenzwerte fiir die tdgliche Alkoholzufuhr, bei denen eine Gesundheitsgefdhrdung
nicht mehr ausgeschlossen werden kann, liegt bei 20 g fiir Madnner und 10 g fiir Frauen.
In Zahlen ausgedriickt sind dies schitzungsweise 5,1 Millionen Frauen und 9,6
Millionen Minner im Alter von 18 — 79 Jahren, basierend auf Angaben zur
Bevolkerungsdichte in Deutschland im Jahr 1998. In Deutschland wurde fiir das Jahr
2001 ein Pro-Kopf-Verbrauch an alkoholischen Getranken in Hohe von 152,8 1

festgestellt, was umgerechnet 10,5 I reinem Alkohol pro Kopf und Jahr entspricht [46].

5.3. Nikotinabusus

Das Rauchen fillt einem wie der Alkoholismus bei dem Thema Suchterkrankungen
sofort ein. Rund 24 Millionen Deutsche greifen tdglich zur Zigarette. 80 % aller
Raucher versuchen mindestens einmal im Leben mit dem Rauchen aufzuho6ren, wobei
die Erfolgsrate nur bei 1 — 5 % liegt. Dabei ist Tabakkonsum nicht einfach nur ,,Macht
der Gewohnheit®, sondern die korperlichen Faktoren spielen eine wichtige Rolle. Das
Nikotin verursacht zwar keinen Rauschzustand wie etwa Alkohol, hat aber dennoch
einen entscheidenden Einfluss auf die Stoffwechselvorgdnge im Gehirn. Umstritten ist
immer noch, wie hoch der Anteil der korperlichen Abhingigkeit bei der Nikotinsucht
tatsdchlich ist. Allein die durch Rauchen verursachten Lungenkrankheiten gehoren zu
den zehn hiufigsten Todesursachen weltweit. Dazu zihlen die chronische Bronchitis
und der Lungenkrebs. Mit dem Rauchen werden auch zahlreiche andere Krebsarten wie
Zungen-, Kehlkopf- und Mundhohlenkrebs, Magen- und Darmkrebs sowie weitere

gesundheitliche Risiken wie Gefassverkalkung mit den Folgen Herzinfarkt und
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Schlaganfall in Zusammenhang gebracht. In den 90-er Jahren zdhlte man 19 % aller
Todesfille in den USA zu den nikotinassoziierten Krankheiten, wobei Alkoholismus
und andere nicht-nikotinische Drogenabhingigkeiten nur 6 % der Todesfille
ausmachten [47].

Nikotin besitzt die psychopharmakologischen FEigenschaften, die mit anderen
psychostimulierenden Drogen wie Amphetamin und Kokain vergleichbar sind [48]. Der
Zigarettenrauch dient dabei als Vehikel flir das Nikotin. Er gelangt bei jeder Inhalation
sofort in die Bronchien und erreicht nach nur 10 Sekunden das Gehirn [49]. Ein
normaler Raucher mit durchschnittlich 10 Zigaretten pro Tag wiederholt diesen

Inhalationsvorgang 500 - 700 Mal pro Woche.

5.3.1. Wirkung von Nikotin

In niedrigen Dosen wirkt Nikotin wie Acetylcholin ganglienerregend durch
Depolarisation der postsynaptischen Membranen, was eine Ausschiittung von
Catecholaminen (Dopamin, Noradrenalin, Adrenalin) aus dem Nebennierenmark zur
Folge hat. Durch Dauerpolarisierung kommt es bei hohen Dosen zur Ganglienblockade,
damit  zur  Blutdrucksenkung,  geringeren  Catecholaminfreisetzung  und
Tonusverminderung des Magen-Darm-Kanals [26]. Nicotin besitzt sehr komplexe
Effekte auf die Neurotransmitterfreisetzung im Hirn. Dabei wird besonderes
Augenmerk auf die Rolle des mesolimbischen Dopamin-Systems gelegt. Die meisten
Drogen stimulieren vorwiegend die Freisetzung von Dopamin im mesolimbischen
System, was fiir das Abhingigkeitspotential verantwortlich gemacht wird [50].
Ebenfalls haben Studien gezeigt, dass Raucher eine reduzierte Konzentration an

Serotonin im Hippocampus aufweisen [51].



Theoretischer Teil 20

5.4. Zusammenhang Nikotin / Alkohol / psychische Erkrankungen

Zwischen Rauchen und Alkoholkonsum besteht ein enger Zusammenhang. Besonders
bemerkenswert sind Beobachtungen, dass bis zu 90 % aller abhingigen Alkohol-
konsumenten rauchen, und dass Alkoholabhingigkeit bei Rauchern zehnmal haufiger
auftritt als bei Nichtrauchern. Welches auch immer die biologischen Mechanismen sein
mogen, so sind doch Rauchen und Alkoholkonsum oft in den gleichen
gesellschaftlichen Situationen anzutreffen. Viele Studien haben deutlich gemacht, dass
die grosseren gesundheitlichen Risiken durch den wechselseitigen Effekt von
Tabakkonsum und Alkohol hervorgerufen werden [52]. Beide Substanzen, Ethanol und
Nikotin, sind assoziiert mit der Freisetzung von Dopamin im mesolimbischen System
durch Stimulierung der cholinergen Neuronen [53,54]. Studien haben ergeben, dass
abstinente Alkoholiker, die rauchen, eine geringere Riickfallquote aufweisen. Wenn also
das Alkohol-Craving in Zusammenhang gebracht werden kann mit dem ,,Verbrauch*
von Dopamin oder endogenen Opiaten, dann verringert das Rauchen dieses Verlangen
durch Freisetzung dieser Substanzen im Hirn [53,55].

12 — 15 % der Bevolkerung leiden an psychischen Erkrankungen. Davon rauchen 40 %
der Patienten und 30 % der Raucher in den USA haben psychische Probleme
[56,57,58]. Bis zu 80 % der chronisch schizophrenen Patienten rauchen [59]. Das
Niveau der nikotinischen Rezeptoren ist bei der Schizophrenie geringer ausgepriagt und
die Exprimierung des a;-Subtypus ist in allen Bereichen des Gehirns vermindert.

Die Interaktionen von Alkohol und Nikotin mit dem Neurotransmitterhaushalt,
vorwiegend auf die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren und die Freisetzung von
Dopamin, Serotonin und Acetylcholin bezogen, sind von sehr komplexer Art. Es

gestaltet sich sehr schwierig, alle Effekte wissenschaftlich eindeutig zu erkldren und
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eine erfolgversprechende Therapie vorzuschlagen. Sinnvoll ist ein cholinerger
Wirkstoff, der die nikotinische Rezeptorfunktion moduliert, den Abbau der
Catecholamine verlangsamt und dadurch das Alkohol- oder Nikotin-Craving
vermindert. Ein Beispiel fiir einen solchen Wirkstoff ist Galanthamin, der bei der
Alzheimer-Krankheit schon angewandt wird. Er =zdhlt zu den allosterischen
Modulatoren der nikotinischen Rezeptoren und inhibiert die Acetylcholinesterase [60].
Dieser Wirkstoff wurde auch schon in der Behandlung der Schizophrenie getestet und
ergab mit einer kleinen Zahl an Patienten gute Erfolge [61,62].

Nach den eben beschriebenen Therapieansitzen wird deutlich, dass fiir Desoxypeganin
(3) mit seinem dualen Wirkmechanismus einige Indikationsgebiete denkbar wéren. Fiir
welche Hauptindikation der Arzneistoff letztendlich in Frage kommt, hingt auch von
der Durchfiihrbarkeit der Studien am Patienten ab. Die Indikation Alzheimer-Krankheit
und der Erfolg eines Arzneistoffes am Patienten wéhrend der Therapie ist relativ schwer
nachzuweisen. Die Studien gestalten sich zeitaufwéndig und damit kostenintensiv.
Studien fiir die Indikation Nikotin- und Alkoholabusus hingegen sind sehr einfach
durchzufiihren und der Erfolg weniger Rauchen oder weniger Trinken ist einfach

festzustellen.

6. Synthese von Desoxypeganin

Bei der Synthese von Desoxypeganin (3) wurden Ziele verfolgt wie: einfache
Versuchsanordnung, der Einsatz kostenarmer Edukte, die Vermeidung von chlorierten
Losungsmitteln, die Umgehung von kostenintensiven Reinigungsschritten wie

Destillation und ausserdem sollte jeder Syntheseschritt innerhalb von weniger als einem



Theoretischer Teil 22

Arbeitstag (8 h) durchfiihrbar sein. Da man oft von der Natur lernen kann, wurde

zunéchst der Biosyntheseweg auf Verwendbarkeit ndher betrachtet.

6.1. Biosvynthese von Chinazolin Alkaloiden in Peganum harmala

Untersuchungen mit radioaktiv markierten Ausgangssubstanzen haben ergeben, dass
Chinazolin-Alkaloide in Peganum harmala aus Anthranilsdure und Putrescin, einem
Decarboxylierungsprodukt von Ornithin, gebildet werden (Abb. 5). Dabei wird

Anthranilsdure vorwiegend iiber den Shikimat-Weg von der Pflanze hergestellt [63].

a —Ketoglutarat «—» Glutamat \

Glutamatsemialdehyd
Prolin l
Chinazolin-Alkaloide Putrescin 4«——— Ornithin

Shikimat
A

Anthranilsaure

AN Tryptophan

Abb. 5: Biosyntheseweg Chinazolin-Alkaloide in Peganum harmala nach [63].

6.2. Svynthese der Zwischenstufe Pegenon

In der Literatur sind einige Synthesen fiir Chinazolinone bzw. fiir Pegenon (6)
beschrieben, an denen man sich orientieren konnte. Als Edukte wurden entweder

Anthranilséure, Isatosdureanhydrid oder Anthranilamid und 2-Pyrrolidinon oder
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Bernsteinsdureanhydrid verwendet. In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass man bei
biologisch wichtigen Heterocyclen gute Ergebnisse mit cyclischen Anhydriden und
Imiden erzielen kann [64,65]. Alle beschriebenen Synthesen liefern akzeptable
Ausbeuten, beinhalten teils aber doch erhebliche Nachteile fiir eine Grossproduktion in
der Industrie. In den dreissiger Jahren synthetisierten die deutschen Chemiker Spéath und
Platzer Pegenon aus Isatosdureanhydrid und 2-Pyrrolidinon [66]. Die Reinigung des
Produktes erfolgte durch Destillation im Hochvakuum, was in einem grosseren Mallstab
einen nahezu unmoglichen Arbeitsschritt darstellt. Russische Wissenschaftler hingegen
arbeiteten mit Anthranilsdure, Thionylchlorid (oder Phosphortrichlorid oder
Phosphoroxychlorid) und 2-Pyrrolidinon und grossen Mengen Toluol als Lésungsmittel.
Die Zwischenstufe konnten sie nur durch Ausschiitteln mit Chloroform isolieren
[67,68,69]. Chlorierte Kohlenwasserstoffe und organische Losungsmittel wie Toluol
werden von der ,,European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA)*
zu den Losungsmitteln der Klasse 2 gerechnet. Diese sind zwar nicht genotoxisch, aber
dennoch bei der Arzneimittelherstellung zu limitieren, da sie als ursdchliche Reagenzien
fiir irreversible Schiddigungen wie neurotoxische Effekte oder Teratogenitit zu
beurteilen sind. Dabei werden Konzentrationsgrenzen von Chloroform im
pharmazeutischen Produkt von weniger als 60 ppm und bei Toluol von weniger als 890
ppm gefordert. Diese Grenzen werden im Allgemeinen mit gaschromatographischer
Analytik bestimmt [70]. Wegen des dafiir ndtigen hohen apparativen Aufwandes
versucht man, soweit es geht auf diese Losungsmittel zu verzichten.

Das Edukt 2-Pyrrolidinon (5) wird gelegentlich als Losungsmittel in organischen
Synthesen verwendet und ist zudem Reaktionspartner fiir die Herstellung von Pegenon

(6) (Abb. 6 a). Daraus entstand die Idee, Isatosdureanhydrid (4) in 2-Pyrrolidinon (5) zu
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16sen und direkt in diesem Losungsmittel unter Temperatureinfluss reagieren zu lassen.
Unter Decarboxlierung und Wasserabspaltung kommt es durch cyclische Kondensation

zur Bildung von Pegenon (6). Nach Abkiihlen kristallisiert Pegenon (6) in langen

Nadeln aus.
(0] 0]
2
S 2 1) I
—_— —_—
R d\ -CO, 7 07 ch/
N O NH AN
H o H H
Isatosédureanhydrid (4) 2-Pyrrolidinon (5)
O O
N N
-H,0 Pz
N on N
H

Pegenon (6)

Abb. 6 a: Reaktionsmechanismus fiir die Synthese der Zwischenstufe 6.

Der UberschuB an 2-Pyrrolidinon (5) spielt dabei eine sehr grosse Rolle.
Isatosdureanhydrid (4) neigt bei zu grosser Konzentration zur Selbstkondensation und
es bilden sich polymere Strukturen wie das Trimer und Tetramer der Anthranilsdure
[71]. Andererseits muss der UberschuB an 2-Pyrrolidinon (5) so gering wie moglich
gewdhlt werden, da 5 ein sehr gutes Losemittel fiir Pegenon (6) darstellt. Das
iiberschiissige Losungsmittel sowie darin geloste Nebenprodukte, die bei der Reaktion
entstehen, konnen durch Abgiessen von den Kristallen entfernt werden. Dabei entsteht
eine Reinheit der Kristalle von 80 — 85 % (m/m) Pegenon (6). Der Rest ist anhaftendes
2-Pyrrolidinon (5), das leicht wasserldslich ist und bei der anschlieBenden Clemmensen-

Reduktion nicht stort. Diese Reinheit reicht zur Weiterverarbeitung fiir den folgenden
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zweiten Syntheseschritt, nimlich die Reduktion zu Desoxypeganin (3), vollkommen
aus. Mit diesem Verfahren konnte man Prozesse wie Destillation und die Verwendung

von chlorierten Losungsmitteln vermeiden.

6.3. Clemmensen-Reduktion von Pegenon zum Desoxypeganinkomplexsalz

E. Clemmensen konnte 1913 erstmals Ketone und Aldeyhde mit amalgamiertem Zink
und Salzsdure zu gesittigten Kohlenwasserstoffen reduzieren [72]. Die nach ihm
benannte Clemmensen-Reduktion stellt eine der leistungsfahigsten Reduktionen in
organischen Synthesen dar. Im Allgemeinen werden unter diesen Bedingungen
Nebenprodukte wie Alkohole oder Dimerisierungsprodukte wie Pinakole vermieden
[73]. Der Reaktionsmechanismus ist immer noch nicht vollstindig aufgeklart.
Allerdings werden in der Literatur verschiedene Moglichkeiten vorgestellt. Es gilt als
gesichert, dass diese Reaktion an der Grenzflache des Zinks stattfindet, Zink dabei als
,Elektronenspender” fungiert (Ubergang von zwei Elektronen) und sich ein
Organozinkkomplex mit dem Substrat ausbildet [73,74]. Das amalgamierte Zink greift
also in die Reaktionskinetik der Reduktion direkt ein, indem seine Oberflache
modifiziert wird [75,76]. Die Amalgamierung der Zinkoberfliche erhoht seine Aktivitét,
da sich so das Abscheidungspotential des Wasserstoffes vergrossert. Die Verwendung
von Quecksilber in einer Arzneistoffsynthese ist aus Toxizitdtsgriinden ausgeschlossen.
Deshalb wurde lediglich reines, nicht amalgamiertes Zinkpulver verwendet. Richtschnur
waren éltere Vorschriften [66,77]. Lediglich durch Verédnderungen der Mengen an
Essigsdure, Salzsdure und Zink, sowie der Reaktionsdauer wurde die Reduktion

optimiert.
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Sicherlich wird im Sauren die Carbonylfunktion des protonierten Pegenons (6)
protoniert und es kommt an der Zinkoberfldche zu einem Elektronentransfer bei dem ein

Organo-Zink-Intermediat (A) entsteht (Abb. 6 b).

|
H
Pegenon (6) i s
n
Tn HO Zn'
C+
N - N
-
7 -H,0 =
Ilqd- Ilqﬂ'
7n H H
-+
~Zn (A)
Tn Zn’
C
~
N + H+ N + H+ N
EEEE—— e
Z = pZ
b N "
H H H
(B) Desoxypeganin-Komplexsalz

Abb. 6 b: Schema der Clemmensen Reduktion vom Pegenon (6) zum Desoxypeganin-

Komplexsalz nach [73].

Aus einer weiteren Protonierung von (A), gefolgt von Wasserabspaltung und
schrittweisem Elektronentransfer kommt es zur Bildung eines Zwitterions (B). Die
Methylengruppe von Desoxypeganin (3) resultiert letztendlich durch Protonierung von
(B) und einem Austausch eines weiteren Protons durch Zink. Insgesamt werden also

vier Elektronen vom Zink geliefert. Das reduzierte Produkt kristallisiert als
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Desoxypeganintetrachlorozinkat aus. Dieses Komplexsalz, welches sich mit Zinkchlorid

bildet, ist in der Literatur beschrieben [78-82].

6.4. Aufrahmen der Base Desoxypeganin

Das Ziel war eine Freisetzung der Base aus dem Komplexsalz ohne einen
Ausschiittelvorgang mit organischen Losungsmitteln durchfiihren zu miissen. Der
Vorgang des Aufrahmens umgeht das  Ausschiitteln, indem  gelostes
Desoxypeganintetrachlorozinkat alkalisiert wird. Durch den stark exothermen
Neutralisationsvorgang bringt man die freie Base zum Schmelzen und es kommt
aufgrund der geringeren Dichte zum Aufrahmen. Desoxypeganin (3) kann dann
entweder fliissig abgehebert oder nach Erkalten wie eine Art ,,Deckel” abgehoben
werden. In der Mutterlauge entstehen aus dem Komplexsalz durch die Alkalisierung mit
Natriumhydroxid grosse Mengen an basischem Zinkchlorid [83]. Dieses Verfahren
ermdglicht eine Trennung der Base Desoxypeganin (3) von den anorganischen
Bestandteilen auf eine sehr einfache Weise. FEine Umkristallisation mit
demineralisiertem Wasser ergibt die Base Desoxypeganin (3) mit einem halben

Kristallwasser [84].

6.5. Alternative Syntheseversuche

6.5.1. Verwendung von anorganischen Salzen

Bei der Synthese der Zwischenstufe Pegenon (6) wurden Versuchsreihen mit

anorganischen Chloriden (NH4Cl, CaCl,, MgCl,) und Sulfaten (CaSO4, Na;SOu,
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MgSO4, ZnSO4) durchgefiihrt. Dabei wurden katalytische Mengen der Salze eingesetzt,
um Reaktionsdauer oder Temperatur zu beeinflussen oder durch Einsatz von grésseren
Mengen das entstehende Wasser zu binden und so die Ausbeute der Produkte zu
erhdhen. Der Zusatz von diesen Salzen bewirkten allerdings keinen positiven Effekt auf

die Reaktion, vielmehr wurde der Reaktionsansatz damit verunreinigt.

6.5.2. Verringern des Losungsmittels 2-Pyrrolidinon

Es ist moglich, das Losungsmittel und Edukt 2-Pyrrolidinon (5) in einem dquimolaren
Verhiltnis zu verwenden und Isatosdureanhydrid (4) bei hoherer Temperatur
einzutragen. Dabei entsteht nach Abkiihlen eine glasartige feste Masse, die man zur
Isolierung von Pegenon (6) noch weiter aufarbeiten muss. Der Vorteil dieser Variante
ist die Einsparung des Eduktes 2-Pyrrolidinon (5) und das Vorliegen der Base nach
Aufarbeitung in einer hohen Reinheit. Die Nachteile sind die geringere Ausbeute sowie
der grossere apparative Aufwand im Vergleich zu der in Kapitel 6.2., Theoretischer
Teil, beschriebenen Synthese. Dieses Verfahren ist nur im Labormalistab sinnvoll.
Weitere Moglichkeiten der Aufarbeitung mit Flash-Saulen gefiillt mit Aktivkohle oder

Kieselgel erbrachten keine befriedigenden Resultate beziiglich des Arbeitsaufwandes.

6.5.3. Clemmensen-Reduktion mit Schwefelsiure

Die Clemmensen-Reduktion kann auch mit Schwefelsédure anstelle von Salzsdure
durchgefiihrt werden [68]. Dabei muss mit verdiinnter Schwefelsdure (10 — 40 %)
gearbeitet werden, um die Entstehung von freiem Schwefel zu vermeiden. Konzentrierte

Schwefelsdure kann durch Zink reduziert werden und Schwefeldioxid bzw. freien
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Schwefel bilden [85]. Es ist in der Literatur kein Komplexsalz mit Schwefelsdure und
Desoxpeganin (3) beschrieben, und das entstehende Produkt fdllt nicht aus wie das
Desoxypeganintetrachlorozinkat. Dadurch muss bei der Basenfreisetzung das
gewlinschte Produkt sowie die komplette Mutterlauge (geldstes Produkt und geldstes
Zinksulfat) alkalisiert werden. Bei der Alkalisierung mit Natronlauge entstehen grosse
Mengen an basischem Zinksulfat [86,87]. Das Freisetzen der Base erfolgt wie in Kapitel

6.4., Theoretischer Teil, beschrieben.

6.6. Zusammenfassung der Synthese

Es konnte eine einfache Synthese entwickelt werden, die aufwéndige Arbeitsschritte
wie Destillation und Ausschiittelvorgdnge vermeidet. Durch einfaches Filtrieren und
Dekantieren ist es jeweils moglich, Kristalle zu isolieren und direkt weiterzuverarbeiten.
In der Synthese von Pegenon (6) bendtigt man kein zusdtzliches Losungsmittel, sondern
16st Isatosdureanhydrid (4) direkt in seinem Reaktionspartner. Die Edukte, vor allem die
der Clemmensen-Reduktion, sind fiir eine organische Synthese kostenarm. Das
iiberschiissige Zink kann nach Filtration wieder in der Zinkhiitte aufgearbeitet werden.
Das Aufrahmen der Base Desoxypeganin (3) und die daraus resultierende Trennung von
anorganischen Salzen ist eine sehr elegante und einfache Methode. Die abschliessende
Kristallisation erfolgt in demineralisiertem Wasser. So konnte die Verwendung von
organischen Losungsmitteln vollig vermieden werden. Die in Kapitel 6.3,
Theoretischer Teil, beschriebene salzsaure Mutterlauge kann mit der basischen
Mutterlauge aus Kapitel 6.4., Theoretischer Teil, neutralisiert werden und es entstehen
im Waissrigen geldste anorganische, nicht toxische Salze. Diese Vorteile sind auch

beziiglich dem Umweltgedanken vor allem bei der GroBsynthese in der Industrie
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beachtlich. Zusétzlich kann jeder Syntheseschritt an nur einem Arbeitstag durchgefiihrt
werden. Das hier beschriebene Syntheseverfahren konnte zum Patent angemeldet
werden. Zu diesem Zeitpunkt liegt noch keine Offenlegungsschrift vor. Die

selbstgesteckten Ziele konnten demnach alle erfiillt werden.

7. Verhalten von Desoxypeganin gegeniiber Oxidantien

Ein wichtiges Kriterium fiir die Charakterisierung eines Arzneistoffes ist das Verhalten
gegeniiber Sauerstoff. Die Oxidation eines Arzneistoffes spielt eine grosse Rolle bei
Fragen zur Stabilitdt, Haltbarkeit und Lagerung. Gelangt ein Xenobioticum in den
Korper, wird dieses durch eine Vielzahl von Enzymen metabolisiert. Dabei spielen
oxidative Prozesse eine grosse Rolle. Je nachdem ob der Arzneistoff oder ein Metabolit
die wirksame Verbindung darstellt, sind Verdnderungen am Arzneistoffmolekiil
erwiinscht oder nicht. Fiir die Metabolisierung ist die Wahl der Darreichungsform
entscheidend. Insbesondere ist die Umgehung des ,,First-Pass-Effekts® oft notwendig.
In-vitro Versuche mit oxidierenden Reagenzien, die Trennung der dabei entstehenden
Substanzen mit Hilfe praparativer HPLC und die Strukturaufklirung durch z. B.
Kernresonanz- und Massenspektroskopie stellen einen sehr wichtigen Teilabschnitt fiir
die umfassende Betrachtung eines Arzneistoffes dar. Das Hauptanliegen ist dabei,
moglichst viele analytische Informationen zu sammeln, um sie spéter z.B. bei

Auswertungen von in-vivo Versuchen anwenden zu konnen.
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7.1. Herstellung und Charakterisierung von Oxidationsprodukten

Bei der Oxidation eines Dihydrochinazolins wie Desoxypeganin (3) oder eines
Chinazolinons wie Pegenon (6) erwartet man N-Oxide [88,89]. Diese beiden N-Oxide
werden in der Pflanze biosynthetisch hergestellt und konnten von russischen
Wissenschaftlern auch isoliert und analytisch erfasst werden [90,91]. Eine Oxidation
von Desoxypeganin (3) zu Pegenon (6) mit Wasserstoffperoxid ist ebenfalls schon
beschrieben worden [77], so dass man sich an diesen Informationen orientieren konnte.

Es gibt verschiedene Reagenzien, um eine Oxidation bei tertidiren Aminen, Amidinen,
Anilinen oder heterocyclischen aromatischen Aminen zu erreichen. Zunédchst wére hier
das  Dimethyldioxiran (DMD) zu nennen, welches aus Aceton und
Kaliumhydrogenperoxomonosulfat (Monokalium-Salz der Caroschen Sdure) in situ
hergestellt werden muss [92-94]. Die Ausbeute betrdgt dabei nur 5 % und kam fiir
unsere praparativen Zwecke nicht 1in Frage. Weitere Reagenzien sind
Bis(trimethylsilyl)peroxide  (BTSP) [95,96] oder ein Methyltrioxorhenium/
Wasserstoffperoxid System [97]. Beide Reagenzien erfordern einen gewissen
apparativen Aufwand. Deshalb fiel die Entscheidung zundchst auf handelsiibliche
Reagenzien wie m-Chlorperbenzoesidure und Wasserstoffperoxid. Die m-Chlorper-
benzoesdure ist zu einem Drittel mit m-Chlorbenzoesdure ,,verunreinigt“ und eine
Reinigung durch einfaches Waschen mit einem Puffer pH 4,7 erbrachte keine
zufriedenstellende Qualitédt [98]. Theoretisch sollte die m-Chlorbenzoesdure mit einem
pK,-Wert von 3,83 im Gegensatz zur Persdure (pK,-Wert 7,14) bei einem pH-Wert von
4,7 vollstandig ionisiert und wasserloslich vorliegen. Weitere Reinigungen mit
basischem Aluminiumoxid, an dem die saurere m-Chlorbenzoesdure adsorbieren sollte,

schlugen fehl. Die Verwendung des unaufgearbeiteten Reagenzes in Chloroform ergab
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keinerlei Oxidation [99]. Dies konnte nach Abziehen des Losungsmittels
kernresonanzspektroskopisch bestimmt werden. Die Vermutung liegt nahe, dass in
diesem Fall die Base Desoxypeganin (3) mit m-Chlorbenzoesdure ein stabiles Salz
gebildet hat, das in Chloroform unldslich ist und sich deshalb der Oxidation entzieht.

Weitere Oxidationsbedingungen stellen die Verwendung von Wasserstoffperoxid in
einem sauren Losungsmittel wie Ameisensdure [100] oder Eisessig [101] dar.
Desoxypeganin (3) wurde in Eisessig gelost und bei Raumtemperatur erfolgte die
Zugabe von insgesamt der doppelten molaren Menge an Wasserstoffperoxid iiber
mehrere Tage. Nach einwOchiger Reaktionszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde
das tiberschiissige Losungsmittel entfernt. Zur Aufklarung der Oxidationsprodukte

wurde dieser einrotierte ,,Oxidationsansatz® verwendet.

7.2. Analytik des Oxidationsansatzes

Die Trennung der Oxidationsprodukte erfolgte per HPLC auf Umkehrphase (Methode
Al, Abb. 7). Nach Optimierung der mobilen Phase wurde in den priparativen Mal3stab
iibertragen. Die priparative Sdule enthielt die gleiche stationdre Phase wie die
analytische Sdule. Die einzelnen Fraktionen wurden gesammelt und das Losungsmittel
entfernt. Die Strukturermittlung der drei Hauptsubstanzen erfolgte mit der
Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie), Infrarot- und UV-Spektroskopie

sowie Massenspektroskopie, zum Teil unter Zuhilfenahme von Referenzsubstanzen.
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Abb. 7: Analytische HPLC des Oxidationsansatzes (Methode Al).

7.3. Strukturaufklirung der Oxidationsprodukte

Von den drei Hauptsubstanzen konnte die Verbindung mit einer Retentionszeit von 12
Minuten (Abb. 7) durch Vergleich der NMR-Spektren dem Pegenon (6) zugeordnet
werden. Im Folgenden wird zundchst auf die Ausgangssubstanz Desoxypeganin (3)
eingegangen, dann auf dessen Oxidationsprodukt Pegenon (6). Die Diskussion erfolgt
dabei vorwiegend anhand der 'H-NMR-Spektren.

Das Protonenresonanzspektrum von Desoxypeganin (3) (Abb. 8) zeigt hochfeldig die
Protonensignale des alicyclischen Ringes. Das Proton an C-2 koppelt mit 4

benachbarten Wasserstoffkernen zu einem Quintett bei 6 = 1,97 ppm. Die Protonen an
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C-1 und C-3 werden jeweils in Tripletts aufgespalten, wobei die Protonen der dem
Stickstoff benachbarten Methylengruppe bei 3,27 ppm und die anderen bei 2,52 ppm
zur Resonanz kommen. Das Singulett bei 4,48 ppm lésst sich den beiden Protonen an C-
9 zuordnen. Von den aromatischen Protonen zeigt H-6 als Triplett bei 7,09 ppm die
tieffeldigste Lage gefolgt von H-7 (t) bei 6,93 ppm. Die beiden Dubletts von H-5 und
H-8 liegen in der chemischen Verschiebung nur eine Kopplungskonstante auseinander,
so dass als Signal ein Triplett bei 6,88 ppm resultiert. Der Schmelzpunkt von 86°C
[84,91] sowie der Molekiilionenpeak von m/z 173 einer ESI-massenspektroskopischen
Messung bestitigt die Struktur von Desoxypeganin (3).

Betrachtet man das 'H-NMR-Spektrum des Pegenon (6) (Abb. 8), fillt sofort die para-
magnetische Verschiebung der Kernresonanzsignale im aromatischen Bereich auf. Alle
vier Protonenresonanzsignale des Aromaten sind getrennt voneinander zu erkennen und
die Abfolge der Signale dndert sich im Vergleich zum 'H-NMR-Spektrum des Desoxy-
peganins (3). Die stirkste Verschiebung um 1,2 ppm zu tiefem Feld ist aufgrund der
Niahe zur Carbonylgruppe am Proton des C-8 zu erkennen (6 = 8,1 ppm). Das
benachbarte Proton an C-7 (t) kann iiber den Dacheffekt dem Signal bei 6 = 7,42 ppm
zugeordnet werden. Das Proton an C-6 (t) zeigt eine chemische Verschiebung von 7,75
ppm und das an C-5 (d) von 7,53 ppm.

Durch die Oxidation an C-9 entfillt das Protonenresonanzsignal bei & = 4,48 ppm. Die
Carbonylgruppe bewirkt auch die Verschiebungen der Protonen im alicyclischen
Bereich. Dabei sind die Protonen an C-1 um knapp 0,9 ppm tieffeld verschoben und
liegen jetzt bei & = 4,13 ppm. Das Triplett bei 6 = 3,11 ppm kann den Protonen an C-3

und das Quintett bei & = 2,23 ppm den Protonen an C-2 zugeordnet werden.
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Das ESI-Massenspektrum zeigt einen Molekiilionenpeak von m/z 187 und der
Schmelzpunkt von 110°C stimmt mit den Literaturangaben von Pegenon (6) iiberein
[91]. Hinzu kommt im IR-Spektrum noch das Auftreten einer weiteren Bande bei einer
Wellenzahl von 1676 cm™. Diese starke Valenzschwingung einer CO-Doppelbindung
im Bereich zwischen 2000 und 1600 cm™ bestitigt die Identitit von Pegenon (6) [102].
Fiir die Strukturaufkldrung der zweiten Hauptsubstanz (Abb. 7; Retentionszeit 8
Minuten) waren die Massenbestimmung und das IR-Spektrum sehr wichtig. Das ESI-
Massenspektrum ergab einen Molekiilionenpeak von m/z 235. Der Massenunterschied
zum Pegenon (6) betrdgt 48. Das spricht fiir drei zusétzliche Sauerstoffatome zur
Summenformel der Grundstruktur Pegenon (6). Die Interpretation des IR-Spektrums
liefert zwei Carbonylbanden bei 1745 und 1685 cm™.

Zusitzlich traten noch weitere Banden bei 1518, 1346 und 860 cm’ auf. Laut Literatur
[103] sind diese charakteristisch fiir eine Nitro-Gruppe. Dabei kann die Bande bei 1518
cm’ einer asymmetrischen Valenzschwingung zugeordnet werden. Die Bande bei 1346
cm’ wird sogar noch in diesem Wellenzahlbereich zu den symmetrischen
Valenzschwingungen gerechnet, bedingt durch die Planaritit der Nitro-Gruppe.

Der Vergleich der Protonenresonanzspektren (Abb. 9) zeigt die gleiche Anzahl an
Wasserstoffatomen und die gleichen Aufspaltungen der Signale. Die Protonen kénnen
demnach nicht anders im Molekiil angeordnet bzw. verteilt sein. Diese Informationen
sprechen fiir eine ringoffene Struktur mit einer Nitro-Gruppe und zwei
Carbonylgruppen. Die Substanz wird als 1-(2’-Nitrobenzoyl)pyrrolidin-2-on (8)

bezeichnet. Die Zuordnung der einzelnen Protonen ist der Abbildung 9 zu entnehmen.
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Abb. 9: '"H-NMR Spektren der Verbindungen Pegenon (6) und 1-(2-Nitrobenzoyl)-

pyrrolidin-2-on (8) in Methanol-d4, 500 MHz.
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Die dritte Hauptsubstanz (Abb. 7; Retentionszeit 4 Minuten) zeigt im
Protonenresonanzspektrum  (Abb. 10) sehr interessante  paramagnetische
Verschiebungen. Die Aufspaltungen sowie die Integrale stimmen mit denen des 'H-
NMR-Spektrums von Pegenon (6) iiberein. Dadurch kann man eine Substitution an
einem Kohlenstoffatom ausschliessen. Die Bestimmung der Masse (ESI-
Massenspektrometrie) zeigt einen Molekiilionenpeak von m/z 203 und unterscheidet
sich damit vom Pegenon (6) um eine zusitzliche Masse von 16. Die Oxidation eines
tertidren Amins zu einem N-Oxid ist bekannt und es gibt viele Arzneistoftbeispiele in
der Literatur wie das Galanthamin-N-Oxid [104], Selegilin-N-Oxid [105], Zolmitriptan-
N-Oxid [106] und Clozapin-N-Oxid [107,108]. Diese N-Oxide zeigen in der NMR-
Spektroskopie starke Verschiebungen der Resonanzsignale an den benachbarten Kernen
[109-112].

Durch die gednderte Ladungsdichte an N-4 und die magnetische Anisotropie der NO-
Gruppierung kommt es vor allem bei den benachbarten Protonen an C-5 und C-3 zu
einem entschirmenden Effekt mit einer paramagnetischen Verschiebung. Dabei rutscht
das Kernresonanzsignal von C-5 um fast 0,8 ppm tieffeldig auf 6 = 8,3 ppm.

Das Kernresonanzsignal der Protonen an C-3 dndert sich um knapp 0,4 ppm und kann
dem Triplett mit der chemischen Verschiebung von & = 3,51 ppm zugeordnet werden.
Eine starke Tieffeldverschiebung ist noch am Proton an C-7 von tiber 0,5 ppm auf 6 =
8,0 ppm zu beobachten. Dieser starke Effekt kann durch die Alternanz der Ladung
ausgehend von der NO-Gruppierung erkliart werden. Die restlichen Kernresonanzsignale

im aromatischen Bereich konnten iiber den Dacheffekt zugeordnet werden.
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Abb. 10: 'H-NMR Spektren der Verbindungen Pegenon (6) und Pegenon-N-Oxid (7) in

Methanol-dy, 500 MHz.
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Das IR-Spektrum zeigt eine Bande fiir die NO-Streckschwingung bei einer Wellenzahl
von 800 cm™ [102] sowie eine weitere Bande bei 1217 cm™, die in diesem Bereich
charakteristisch fiir eine NO-Gruppierung ist [103]. Damit ist das Vorliegen von
Pegenon-N-Oxid (7) gesichert und die Strukturaufklédrung der drei Hauptsubstanzen des
Oxidationsansatzes abgeschlossen.

Ein N-Oxid von Desoxypeganin (3) konnte nicht hergestellt und isoliert werden. Die
Oxidationsversuche im Sauren (Essigsdure als Losungsmittel) haben gezeigt, dass
leichter an C-9 eine Oxidation zum Pegenon (6) stattfindet als am Stickstoff in Position
4. Dieser Stickstoff liegt im Sauren protoniert vor und das freie Elektronenpaar steht
damit nicht zur Sauerstoffauthahme zur Verfiigung.

Wie quantitative Auswertungen gezeigt haben, verlauft die Oxidation zum Pegenon (6)
im Sauren sehr trdge. Im Basischen hingegen ist, trotz geringer Loslichkeit, schon nach
einem Tag quantitativ Pegenon (6) entstanden. Die Protonierung des Amidin-Systems
durch Essigsdure fiihrt demnach zu einer verminderten Oxidation des a-stindigen

Kohlenstoffatoms (C-9).

7.4. Oxidationsversuche mit Mikrowellen als Energiequelle

Das in Kapitel 7.1., Theoretischer Teil, beschriebene Verfahren zur Oxidation von
Desoxypeganin (3) und Pegenon (6) ist durch die geringe Reaktionsgeschwindigkeit
sehr zeitaufwindig. Die Durchfilhrung einer organischen Reaktion, unter anderem
Oxidationen mit Wasserstoffperoxid, innerhalb von Minuten unter Zuhilfenahme von
Mikrowellen ist seit Jahrzehnten bekannt [113-115]. Mikrowellen sind elektro-
magnetische Wellen, deren Wellenlédnge im Zentimeterbereich (genauer zwischen 1mm

und 30 cm) liegen. Die effektivste Frequenz fiir polare Losungsmittel wie z.B. Wasser,
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bei der das Molekiil von einem Rotationsgrundzustand in einen hoheren (angeregten)
Rotationszustand durch Energicaufnahme {ibergeht, liegt bei ungefdhr 2,45 GHz. Das
entspricht einer Wellenldnge von 12,25 cm. Die Vorteile der Mikrowelle gegentiber
anderen konventionellen Energiequellen liegen im direkten Aufheizen der Reaktanden
und des Losungsmittels. Die eingesetzte Energie wird mit Mikrowellen effizienter zum
Heizen genutzt. Es wird eine hohere Temperaturhomogenitit gewdahrleistet und die
Reaktionsmischungen rascher aufgeheizt. Simtliche Spekulationen iiber spezielle und
nichtthermische Effekte durch Mikrowellen sind bis jetzt in der Literatur nicht bestétigt

worden [113].

7.4.1. N-Oxidation im Sauren

Es wurde als Edukt Pegenon (6) in Essigsdure gelost und Wasserstoffperoxid
zugegeben. Dieser Versuch wurde in einer handelsiiblichen Mikrowelle bei 850 Watt
durchgefiihrt und alle fiinf Minuten eine Probe fiir HPLC-Messungen entnommen. Die
analytischen Bedingungen waren wie in Kapitel 7.2., Theoretischer Teil, schon
ausgearbeitet und es konnte so eine quantitative Aussage iiber die entstehenden
Hauptprodukte getroffen werden. Uber die Retentionszeiten und die UV-Spektren
konnten diese den isolierten Substanzen aus Kapitel 7.3., Theoretischer Teil, zugeordnet
werden. Vorversuche haben gezeigt, dass der Ansatz in der Mikrowelle durch Eis
gekiihlt werden muss. Ansonsten kommt es zu einem zu schnellen Verdampfen des
Losungsmittels. Es  entsteht vorwiegend die ringoffene  Struktur  1-(2'-
Nitrobenzoyl)pyrrolidin-2-on (8) und nicht das Pegenon-N-Oxid (7). In Abbildung 11
ist zeitabhingig die Enstehung der beiden eben genannten Hauptprodukte sowie die

Abnahme des Eduktes Pegenon (6) durch Mikrowellen aufgezeigt. Dabei werden nur
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diese drei Substanzen in die quantitative Auswertung mit einbezogen. Entstehende
Nebenprodukte werden hier nicht betrachtet. Nach fiinf Minuten in der Mikrowelle sind
schon 25 % des Pegenon-N-Oxides (7) entstanden und nach 10 Minuten iiber 30 %. Die
Entstehung der ringoffenen Struktur mit 2 % ist dabei vernachldssigbar klein. Die
weitere Reaktion bis 30 Minuten in der Mikrowelle bringt kaum eine weitere
Umsetzung zum Pegenon-N-Oxid (7). Die quantitative Menge an Nebenprodukten
nimmt lediglich zu. Anhand dieser zeitsparende Methode lésst sich innerhalb von 10
Minuten das Pegenon-N-Oxid (7) in einer befriedigenden Ausbeute von 30 % herstellen

und kann dann préparativ getrennt werden.

AUC in %
100
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60
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20
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0 5 10 15 20 25 30

—€— Pegenon (6) Min.

—#— |-(2'-Nitrobenzoyl)pyrrolidin-2-on (8)
—A— Pegenon-N-Oxid (7)

Abb. 11: Herstellung von Pegenon-N-Oxid (7) im Sauren mit Hilfe von H,O; und

Mikrowellen.
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7.4.2. N-Oxidation im Basischen

Neben den Oxidationen im sauren Milieu wurde versucht, Desoxypeganin-N-Oxid im
Basischen herzustellen. Dieser Versuch wurde direkt im NMR-Rohrchen durchgefiihrt,
um den Reaktionsverlauf kernresonanzspektroskopisch zu verfolgen. Dazu wurde das
Edukt Desoxypeganin (3) in deuteriertem Methanol geldst und mit Kaliumhydroxid und
einem Tropfen Wasserstoffperoxid versetzt. Die Probe wurde dann minutenweise der
Mikrowellenstrahlung ausgesetzt und die Oxidation kernresonanzspektroskopisch
verfolgt.

Nach zwdlf Minuten bei 425 Watt Mikrowellenstrahlung wird Desoxypeganin (3) (Abb.
12, Ziffern mit Punkt) zu iiber 60 % zu Pegenon (6) (Abb. 12, Ziffern ohne Punkt)
oxidiert. Dabei erweisen sich die Pegenon (6) Protonen an C-3 als acide. Sie werden
gegen Deuterium ausgetauscht, so dass das Integral weniger als zehn Prozent des
erwarteten Wertes zeigt. Da nun die Protonen an C-2 nur noch zwei Kopplungspartner
haben, werden sie nur zu einem Triplett aufgespalten. Im Gegensatz dazu zeigt
Desoxypeganin (3) unter denselben Bedingungen keine C-H-Aciditdt wie sich leicht an

den Integralen der Protonen an C-3. im Vergleich zu denen an C-2. ablesen lésst.
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Abb. 12: H-D-Austausch bei Pegenon (6), ' H-NMR-Spektrum in Methanol-d,, 500 MHz.
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7.5. Desoxvpeganin-N-Oxid und Pegenon-N-Oxid

Desoxypeganin (3) mit einem pK,-Wert von 9,12 liegt im Neutralen bis schwach
Basischen protoniert vor. Dadurch steht das freie Elektronenpaar an N-4 zur Oxidation
und zur Anlagerung des Sauerstoffes nicht zur Verfiigung. Die Bildung und damit die
Herstellung von Desoxypeganin-N-Oxid wird verhindert und es wird an C-9 zum
Pegenon (6) oxidiert. Pegenon (6) mit einem pK,-Wert von 3,54 ist wesentlich
schwicher basisch, das freie Elektronenpaar an N-4 steht zur Anlagerung von Sauerstoff

zur Verfiigung und es kann sich das Pegenon-N-Oxid (7) bilden.

8. Biotransformation von Desoxypeganin

Die Biotransformation ist ein unverzichtbarer Teilbereich bei der umfassenden Priifung
eines Xenobiotikums, da sie zur Erstellung eines therapeutischen sowie toxischen
Profils eines neuen Arzneistoffes gehort. Die Biotransformation kann zur Entgiftung
aber auch zur Giftung des Arzneistoffes fithren. Inaktive Substanzen kénnen durch
Metabolisierung in aktive Arzneistoffe iibergehen, toxische Metabolite oder reaktive
Intermediate bilden. Der Einsatz von in-vitro Testsystemen wie Methoden an
perfundierten Organen, Zell- und Gewebekulturen und subzelluldren Testsystemen soll
dabei schnell und einfach Informationen iiber den Metabolisierungsweg liefern. Mit
diesen Vorversuchen versucht man die Anzahl an Tierversuchen aus ethischen und
wirtschaftlichen Griinden zu minimieren. In der Vergangenheit wurden immer wieder
Modelle vom isolierten rekombinanten Enzym bis hin zum perfundierten Organ
entwickelt, um mdglichst verldssliche Voraussagen vom in-vitro oder in-vivo Modell

bis hin zu den klinischen Priifungen am Menschen zu erhalten. Ein kompletter Ersatz
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der Tierversuche gegen in-vitro Modelle ist in der ndheren Zukunft allerdings noch als
unrealistisch einzuschitzen. Abschliessend bleibt das in-vitro Modell immer ein
Kompromiss zwischen der FEinfachheit der Versuche und der vollstindigen

Ubertragbarkeit auf den Menschen [116].

8.1. Die Leber als Enzyvmquelle

Die Leber ist besonders reich an Enzymen und eignet sich aufgrund der guten
Durchblutung bestens als Ort fiir die Biotransformation. Ebenso sind die Nieren, die
Haut, die Lungen, der Darm sowie Neuronen im Hirn an der Metabolisierung eines
Xenobiotikums in unterschiedlichem MaBle beteiligt [116,117]. Fir die
Charakterisierung der Biotransformation von Desoxypeganin (3) wurde als
Enzymquelle die Kaninchenleber bzw. der 9000 g Uberstand der aufgearbeiteten Leber
gewdhlt. Als vorteilhaft erweist sich hierbei die unproblematische Bereitstellung der
Enzymquelle sowie der relativ einfache analytische und zeitliche Aufwand. In-vivo
Modelle sind neben der hohen Belastung von Mensch und Tier mit Xenobiotika durch
Sammeln und Extraktion von Korperfliissigkeiten ausserdem mit einem wesentlich
hoheren Zeitfaktor verbunden. Daneben miissen physiologische Bestandteile z.B. aus
dem Blut entfernt werden und es besteht oft die Notwendigkeit der radioaktiven
Markierung aufgrund der sehr geringen Konzentration in Blut und Urin. Zusétzlich
bergen in-vivo Untersuchungen die Gefahr, dass sich instabile, reaktive und damit oft
toxische Metaboliten in Korperfliissigkeiten nicht mehr nachweisen lassen. Die Ursache
hierfiir sind entweder weitere enzymatische oder chemische Umwandlungen oder aber
Reaktionen dieser Metabolite mit zelleigenen Bestandteilen. Oftmals sind solch

toxische Produkte so bestindig, dass sie nach Bildung in der Leber nicht nur dort,
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sondern auch in anderen Organen Schaden anrichten ohne dass sie dabei im Urin
gefunden werden. Im Harn und im Blut treten vornehmlich stabile, nicht reaktive, gut
wasserlosliche Metaboliten mit sehr langer Lebensdauer auf [118]. Fiir Informationen
iiber die Biotransformation in einem sehr frithen Entwicklungsstadium von
Desoxypeganin (3) scheint daher dieses in-vitro Modell, ndmlich das subzellulédre

System einer Tierleber, fiir uns als am besten geeignet.

8.1.1. Aufarbeitung der Kaninchenleber (9000 ¢ Uberstand)

Den 9000 g Uberstand gewinnt man durch differentielle Zentrifugation nach
Zerkleinern und Homogenisieren einer Leber, die wahrend der kompletten Aufarbeitung
auf 0 - 4°C temperiert wird. In Abbildung 13 ist dies schematisch mit einem Becherglas
und einem Pistill dargestellt. Dabei werden die Zellmembranen aufgebrochen und die
Membranen des endoplasmatischen Retikulums zerrissen. Die Bruchstiicke des
endoplasmatischen  Retikulums  bilden  Vesikel, die den Hauptteil der
Mikrosomenfraktion ausmachen. Die Mikrosomenfraktion der Leber ist die wichtigste
Quelle fiir Biotransformationsenzyme und enthdlt vor allem Enzyme aus der grossen
Familie von Cytochrom P450. Diese Superfamilie ist an den meisten
Biotransformationsvorgéngen von Xenobiotika beteiligt und stellt damit die wichtigste
Enzymfamilie bei der Betrachtung von Metabolisierungsreaktionen dar [119,120].
Durch Zentrifugation des Homogenates bei 600 g konnen Zellbruchstiicke,
Bindegewebsfasern und Zellkerne als Sediment abgetrennt werden. Bei 9000 g werden
die Mitochondrien als Bodensatz separiert. Die Mitochondrien enthalten vorwiegend
Enzyme der Atmungskette, der oxidativen Phosphorylierung und des Fettabbaus und

spielen in der Biotransformation eine untergeordnete Rolle. Dieser gewonnene
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Uberstand wird als 9000 g Uberstand bezeichnet. Die Mikrosomenfraktion kann man
durch Zentrifugation bei 100 000 g vom Zytosol abtrennen (Abb. 13). Die fiir uns
wichtige Enzymquelle ist der 9000 g Uberstand (auch S9 Mix, S9 Fraktion) und
beinhaltet die Enzyme des Cytosols und der Mikrosomen. Die Mikrosomen enthalten
dabei wie oben schon erwéhnt, vorwiegend die Enzyme aus der Superfamilie von

Cytochrom P450 und die UDP-Glucuronyltransferase (Phase II-Enzym).

10 ity 30 tnin, a0 .
600 g o000 g 100000 g
— Z‘Y"DSD]-
Homogenat Uberstand [0
Homogenisation Seditnent Seditnent Seditnent
Zellen Wiitochondrien Ilikrozommen
Bindege-
wehzfasern
Zellkerne

Abb. 13: Schematische Darstellung der differentiellen Zentrifugation eines

Leberhomogenates.

Das Zytosol enthilt die 16slichen Enzyme der Biotransformation aus Phase II wie N-
Acetyltransferase, Glutathion-S-Transferase und Sulfotransferase. Diese Enzyme
benotigen flir ihre Aktivitit exogene Cofaktoren wie z.B. Acetyl-Coenzym A fiir die N-
Acetyltransferase oder Glutathion flir die Glutathion-S-Transferase. So wird ein
umfassenderes Spektrum von Enzymen aus dem Metabolismus der Phase I und Phase 11
abgedeckt. Diese Enzyme beeinflussen sich wihrend eines Metabolisierungsvorganges

gegenseitig. Damit spiegelt der 9000 g Uberstand eher die enzymatischen Verhiltnisse
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im spéteren in-vivo Versuch am Menschen wieder als die Mikrosomen alleine.
Allerdings weist der 9000 g Uberstand eine geringere Enzymaktivitit im Vergleich zu
den beiden einzelnen Fraktionen Mikrosomen und Zytosol auf. Dadurch koénnen

moglicherweise Metaboliten unentdeckt bleiben, die unter die Detektionsgrenze fallen.

8.2. Cvtochrom P450

Das Cytochrom P450-System umfasst eine Superfamilie, die in nahezu jeder lebenden
Spezies auf der Erde vorkommt. Die aktuellsten Daten von Januar 2004 ergeben 1277
unterschiedliche Enzyme aus dieser Familie in Tieren, 1098 in Pflanzen, 207 in
niederen Eukaryoten und 461 in Bakterien [121]. Das menschliche Genom codiert 58
Proteine dieser Familie, welche ausschliesslich im endoplasmatischen Retikulum
lokalisiert sind. Alle Vertreter dieser Superfamilie gingen aus Genverdopplungen und
anschliessender Diversifizierung hervor. Die Substratspezifitit, die sich wihrend der
Evolution entwickelt hat, ist in bestimmten Bereichen der Primérstruktur codiert. Dabei
unterscheiden sich eng verwandte Vertreter nur in wenigen Aminosduren, um eine
unterschiedliche Substratspezifitit auszubilden.

Das menschliche Cytochrom P450-System ist vorwiegend an der Metabolisierung von
Xenobiotika beteiligt sowie an der Biosynthese von niedermolekularen Substanzen wie
Steroiden, Prostaglandinen, Thromboxan und Derivaten von Fettsduren. Im Weiteren
sollen nur die relevanten Isoenzyme des Cytochrom P450-Systems erldutert werden, die

im menschlichen Korper eine entscheidende Rolle bei der Biotransformation spielen.
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8.2.1. Isoenzyme des Cytochrom P450-Systems

Die Cytochrom P450 Superfamile hat innerhalb einer Famile eine
Aminosduresequenzhomologie von 40 %. Die Bezeichnung einer Familie erfolgt in
arabischen Ziffern nach der Abkiirzung ,,CYP* (z.B. CYP 3). Ist die Homologie grosser
als 55 %, so wird diese Familie in Unterfamilien eingeteilt und mit Grossbuchstaben
bezeichnet (CYP 3A). Fiir eine weitere Unterteilung in Isoenzyme miissen sich die
Aminosduresequenzen zweier Unterfamilien um mindestens 3 % unterscheiden. Diese
werden wieder mit arabischen Zahlen gekennzeichnet (z.B. CYP 3A4).

Eine sehr grosse Rolle in der Biotransformation von Xenobiotika spielen die [soenzyme
Cytochrom P450 3A4 und Cytochrom P450 2D6. Das CYP 3A4 ist am Metabolismus
von liber 50 % der heute angewendeten Arzneistoffe beteiligt. Dieses [soenzym wird
vorwiegend in der Leber und im Diinndarm gebildet und stellt das meistgebildete
Isoenzym des Cytochrom P450-Systems dar [122]. In menschlichen Lebermikrosomen
liegt der Gehalt dieses Isoenzyms bei 30 % bezogen auf das gesamte CYP 450 System.
Geringere Mengen werden in Nieren, Lungen und Gehirn exprimiert [120]. Erh6hung
der Enzymkonzentration durch Induktion mit Barbituraten, Glucokortikoiden oder
Rifampicin, spielen eine entscheidende Rolle in Fragen der Bioverfiigbarkeit eines
Wirkstoffes und bei Wechselwirkungen mehrerer Wirkstoffe untereinander. Eine
Inhibition von CYP 3A4 ist beispielsweise durch Flavonoide aus Grapefruitsaft
moglich.

Das CYP 2D6 metabolisiert iiber 30 % der heute angewendeten Wirkstoffe und wird
damit als das zweitwichtigste Enzym des Cytochrom P450-Systems angesehen. Dabei
sind Antidepressiva und B-Blocker als typische Substrate zu nennen. Die Leber und das

Gehirn stellen die Hauptbildungsorte fiir dieses Isoenzym dar. Der Gehalt liegt dabei in
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menschlichen Lebermikrosomen bei 2 — 4 % [120,123,124]. Eine Induktion von CYP
2D6 ist bisher nicht bekannt. Ein Problem stellt hier die grosse individuelle Variabilitdt
dar. Diese kommt durch den ausgeprigt genetischen Polymorphismus zustande und
beeinflusst die Exprimierung. Das CYP 2D6 ist bei ungefdhr 1 % der asiatischen
Bevolkerung und bei 10 % der kaukasischen Bevolkerung nicht vorhanden [125,126].
Durch den Polymorphismus ergeben sich Konsequenzen fiir die weitere Entwicklung
eines neuen Arzneistoffes sowie in der spéteren praktischen Anwendung. Mit Hilfe
einer CYP 2D6 Phinotypisierung kann man heutzutage die Patienten, je nach
Metabolisierungsstatus in schwache Metabolisierer (Fehlen von CYP 2D6), extensive
Metabolisierer (intaktes CYP 2D6) bis hin zu sehr schnellen Metabolisierern (hohere
Enzymkonzentration von CYP 2D6 durch Genverdopplung) einteilen. Die Feststellung
des Metabolisierer-Status ist z.B. in psychiatrischen Kliniken vor Einsatz von
Psychopharmaka (vorwiegend Antidepressiva) ein Standardtest. Dies wird im
Allgemeinen durch Einnahme einer Dextrometorphan-Losung und anschliessender
Blutabnahme bestimmt. Dabei wird das Verhidltnis von dem Wirkstoff zu seinem
Hauptmetaboliten Dextrorphan (O-Demethylierungsprodukt von Dextrometorphan) per
HPLC mit Fluoreszenzdetektion ermittelt. Der Patient wird eingestuft und die
Dosierung des Medikaments kann jetzt individuell durch weitere Bluttests angepasst

werden [123,127].

8.3. Inkubation mit dem 9000 ¢ Uberstand

Das allgemeine Vorgehen bei der Inkubation ist in Abbildung 14 wiedergegeben. Dabei
werden als Substrate Losungen von Desoxypeganin (3) und Pegenon (6) eingesetzt. Die

Inkubationen wurden mehrfach bei zwei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Dabei
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sollten mogliche qualitative oder quantitative Unterschiede, je nach Substrat und pH-

Wert, beobachtet werden.

Leber

|
9000 g Uberstand

|

Substratlésung + 9000 g Uberstand + Puffer pH 7.4 bzw. pH 8,6
+ Cofaktorlosung (NADPH+MgCl.)

Inkubation 40 min. be1 37°C

|

Ausschiitteln mit Ether/ Zentrifugation

|

Proben emnrotieren

LC-MS-CI und LC-MS-EI - Messung

Abb. 14: In-vitro Metabolisierung, Trennung und ldentifizierung der Metaboliten.

Die Substratldsung, der 9000 g Uberstand, die Pufferlésung und die Cofaktorldsung
wurden zusammen bei 37°C inkubiert. Ebenso wurden Proben inkubiert, bei denen
jeweils ein Bestandteil, also Substratldsung, 9000 g Uberstand oder Cofaktorldsung
fehlte. Damit sollten mogliche beeinflussende Effekte und Abhéngigkeiten dieser
Komponenten untereinander analysiert werden. Diese Proben werden im Weiteren als
Blindproben bezeichnet. Zur Aufarbeitung und Abtrennung der lipophilen Substanzen
wurden diese Proben jeweils zweimal mit Ether ausgeschiittelt [128,129]. Nach
Einengen am Rotavapor konnte man die einzelnen Proben nach Entwicklung einer
geeigneten analytischen Methode per HPLC trennen (Methode A2) und durch

Kopplung mit einem Massenspektrometer die Molekularmassen bestimmen.
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8.4. Identifizierung der Hauptmetaboliten

Durch diese elegante Methode konnen die entstandenen Metabolite voneinander
getrennt und dabei mit den Referenzubstanzen aus Kapitel 7., Theoretischer Teil,
beziiglich ihrer Retentionszeit, ithres UV-Spektrums und der Molekularmasse verglichen
werden. Alle Proben wurden jeweils massenspektrometrisch mit chemischer Ionisation
und Elektronenstossionisation vermessen. Um mogliche labile Metaboliten analysieren
zu koénnen, wurde die sanftere Methode der chemischen Ionisation (hier: CI'-MS)
eingesetzt. Die Elektronenstossionisation (EI-MS) wurde angewendet, um die

Fragmentierungsmuster mit denen der Literatur zu vergleichen.

- a0z
miz 202 ! 5 BA2:3
o ]
Scan EI+
1n 136
iz 156 3 3456
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Abb. 15: Total-lonenstrom-Chromatogramm (TIC) sowie SIM-Chromatogramme bei
m/z 202 und m/z 186 aus einer Inkubationslosung mit Desoxypeganin (3). Peak 1

Vasicinon (2), Peak 2 Isovasicinon (9), Peak 3 Pegenon (6).
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Sowohl die bei unterschiedlichen pH-Werten inkubierten Proben als auch die
Vergleichsproben mit Desoxypeganin (3) und Pegenon (6) ergaben ein qualitativ
einheitliches Bild der CI- und EI-Massenspektren. Letztendlich konnten drei
Substanzen detektiert werden, die bei der in-vitro Biotransformation von
Desoxypeganin (3) entstehen (Abb. 15).

Der Hauptmetabolit mit m/z 186 konnte schon aufgrund seines UV-Spektrums und der
Retentionszeit dem Pegenon (6) zugeordnet werden. Die beiden anderen Metaboliten
zeigen ein m/z 202.

Das Pegenon-N-Oxid (7) mit m/z 202 konnte anhand der Retentionszeit und des UV-
Spektrums ausgeschlossen werden. In der Literatur werden verschiedene in-vivo
Versuche mit Ratten beschrieben. Dabei stellt Pegenon (6) den Hauptmetaboliten von
Desoxypeganin (3) dar, was unsere Messungen bestitigen. Daneben sind u.a.
Hydroxylierungen am alicyclischen Ring beobachtet worden [22,130,131]. Aufgrund
der Fragmentierungsmuster aus den EI-MS Messungen konnten die zwei Metaboliten
mit m/z 202 den Substanzen Vasicinon (2) und Isovasicinon (9) zugeordnet werden
(Abb.16 und 17). Vasicinon (9) besitzt in seinem Fragmentierungsmuster neben dem
Basispeak ein Hauptfragment mit m/z 146, Isovasicinon (9) hingegen ein
Hauptfragment mit m/z 173.

Die qualitativen Aussagen liber den Metabolisierungsweg von Desoxypeganin (3) sind
in Abbildung 17 zusammengefasst. Theoretisch erwartete N-Oxide von Desoxypeganin

(3) oder Pegenon (6) konnten nicht nachgewiesen werden [90,91].
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Abb. 16: Fragmentierungsmuster aus EI-MS Messungen nach Trennung per HPLC
Methode A2 einer Inkubationslosung von Desoxypeganin (3). Vasicinon (2) oben,

Isovasicinon (9) unten.
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Abb. 17: Biotransformation von Desoxypeganin (3) durch aerobe Inkubation mit 9000 g

Uberstand einer Kaninchenleber.

8.5. Quantifizierung der Hauptmetaboliten

Um eine quantitative Aussage iiber die drei Hauptmetabolite zu erhalten, musste nach
Anfertigung einer Eichgeraden mit Pegenon (6) die Wiederfindungsrate bestimmt
werden. Dafiir wurde als Substratlosung Pegenon (6) in unterschiedlichen
Konzentrationen eingesetzt. Die restlichen Komponenten wurden zupipettiert, wie in
Kapitel 8.3., Theoretischer Teil, beschrieben und bei 0°C inkubiert. Durch diese
niedrige Temperatur wird eine weitere Metabolisierung unterdriickt. Die
Inkubationsansitze wurden wie in Kapitel 8.3., Theoretischer Teil, aufgearbeitet und

quantitativ per HPLC und UV-Detektion ausgewertet. Die Steigungen der Eichgeraden
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wurden mit und ohne Inkubation berechnet. Aus dem Quotient der Steigungen ergibt
sich die Wiederfindungsrate, die bei 81,4 % lag. Mit dieser Methode ist es moglich,
unbekannte Konzentrationen aus Inkubationsansédtzen quantitativ zu bestimmen. Aus
der Differenz zwischen berechneter Menge an Pegenon (6) und der eingesetzten Menge
an Desoxypeganin (3) ist es moglich, auch die ungefdhre Menge der beiden anderen
Metabolite zu bestimmen. So gelang es, das Ausmall der C-Oxidation und der
Hydroxylierung am alicyclichen Ring abzuschétzen. In diese Betrachtung werden
ebenso die Blindproben mit einbezogen. Die folgende Auflistung soll {ibersichtlich die
Entstehung der Hauptmetabolite bei unterschiedlichen Ansédtzen darstellen. Die
Aufarbeitung bei verschiedenen pH-Werten zeigte keine quantitativen Unterschiede und
wird somit nicht extra aufgefiihrt. Die folgenden Werte in Prozent beziehen sich auf
eine Inkubationsdauer von 40 Minuten bei 37°C:
1. Desoxypeganin (3) als Substrat mit 9000 g Uberstand und Coenzym NADPH
e 78 % Pegenon (6), 10 % Summe aus Vasicinon (2) und Isovasicinon (9)
2. Desoxypeganin (3) als Substrat mit 9000 g Uberstand ohne Coenzym NADPH
e 42 % Pegenon (6), keine hydroxylierte Verbindung
3. Desoxypeganin (3) als Substrat ohne 9000 g Uberstand mit Coenzym NADPH
e 19 9% Pegenon (6), keine hydroxylierte Verbindung
4. Pegenon (6) als Substrat mit 9000 g Uberstand und Coenzym NADPH
e 159% Summe aus Vasicinon (2) und Isovasicinon (9)
5. Pegenon (6) als Substrat mit 9000 g Uberstand ohne Coenzym NADPH
e 5% Summe aus Vasicinon (2) und Isovasicinon (9)
6. Pegenon (6) als Substrat ohne 9000 g Uberstand mit Coenzym NADPH

e keine hydroxylierte Verbindung
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Desoxypeganin (3) zeigt eine quantitative Oxidation zum Pegenon (6) unter den in
Kapitel 8.3., Theoretischer Teil, beschriebenen Bedingungen. Sogar ohne Enzymquelle
reicht der Luftsauerstoff aus, um Pegenon (6) in beachtlicher Menge von 19 % zu
bilden. Der 9000 g Uberstand enthilt von Natur aus eine gewisse NADPH-Menge und
zeigt damit bei der Blindprobe ohne zusitzliches Coenzym eine C-Oxidation von 42 %.
Bei den Blindproben fillt besonders auf, dass das Ausmall der Bildung der
hydroxylierten Metaboliten sehr gering bis nicht vorhanden ist. Man bendtigt also
optimale Bedingungen mit 9000 g Uberstand und Coenzym, um wihrend der in-vitro

Biotransformation den alicyclischen Ring hydroxylieren zu kénnen.

8.6. Enzymkinetische Betrachtung

Weitere Informationen fiir die Charakterisierung der Biotransformation liefern die
enzymkinetischen Daten, die beschreiben, wie schnell Desoxypeganin (3) mit dem 9000
g Uberstand umgesetzt wird. Hierzu muss man den Proteingehalt sowie den Cytochrom

P450-Gehalt dieses Uberstandes kennen.

8.6.1. Proteinbestimmung nach Biuret

Die Biuret-Reaktion ist spezifisch fiir alle Substanzen mit zwei oder mehr
Peptidbindungen. Dabei lagern sich Kupferionen in alkalischer Losung an die
Peptidbindungen und bilden einen Kupfer-Protein-Chelatkomplex. Dieser entstehende
rot- bis blauviolette Farbkomplex kann photometrisch bei 546 nm erfasst werden. Die
Intensitét ist bei einer definierten Reaktionszeit der Zahl der Peptidbindungen und damit

der Proteinkonzentration proportional [132,133].
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Es wird eine Eichgerade mit unterschiedlichen Konzentrationen eines Proteinstandards
aus Rinderserumalbumin (Bovine-Serum-Albumin) angefertigt. Nach Zugabe des
Biuret-Reagenzes wird genau nach einer bestimmten Zeit (hier 30 Minuten) die UV-
Absorption gemessen. Der 9000 g Uberstand wird 1:17 mit Wasser verdiinnt und die
Proteine mit 20 %-iger Trichloressigsdure ausgefdllt, um geloste stérende Substanzen
aus dem Zytosol zu entfernen. Nach Zentrifugation wird das Sediment wieder aufgelost
und nach gleicher Vorgehensweise wie die Proben der Eichgeraden aufbereitet. Der
Proteingehalt des 9000 g Uberstandes kann jetzt einfach iiber die Absorption aus der
Eichgeraden abgelesen werden. Der 9000 g Uberstand (1 Teil Leber mit 2 Teilen
Phosphatpuffer; Kapitel 8.1.1., Theoretischer Teil) enthédlt nach der Auswertung 56,78

mg Protein/ ml 9000 g Uberstand.

8.6.2. Gehaltsbestimmung von Cytochrom P450

Cytochrom P450 bildet mit Kohlenmonoxid einen Komplex, welcher bei 450 nm ein
charakteristisches Absorptionsmaximum aufweist [134,135]. Es wird also die
Absorption des 9000 g Uberstandes gemessen und nach Einleiten von Kohlenmonoxid
das Differenzspektrum aufgenommen. Aus dieser Absorptionsdifferenz ldsst sich dann
iiber das Lambert-Beersche-Gesetz der Gehalt an Cytochrom P450 im Protein
berechnen [136,137]. Sauerstoff und Kohlenmonoxid binden kompetitiv an derselben
Stelle des Enzyms. Dadurch wird zu den Proben Natriumdithionit als Reduktionsmittel
gegeben, um quantitativ den Cytochrom P450-CO-Komplex bestimmen zu konnen. Im
UV-Gerit wird zuerst ein Nullabgleich mit einer Verdiinnung aus 9000 g Uberstand und
Natriumdithionit durchgefiihrt. Dann wird Kohlenmonoxid in die Probe eingeleitet. Der

Komplex ist nicht stabil, so dass man zeitabhidngige Messungen durchfiihren muss, um
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das Absorptionsmaximum zu ermitteln (Abb. 18). Uber die Absorptionszunahme und
den Extinktionskoeffizienten des Enzyms ergibt sich ein Gehalt von 1,28 nmol CYP

450/ mg Protein.
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Abb. 18: Zeitabhingie CO-Differenzspektren des 9000 g Uberstandes nach Einleiten

von Kohlenmonoxid.

8.6.3. Michaelis-Menten Kinetik und Lineweaver-Burk Linearisierung

Mit besonderem Interesse wurde die Frage verfolgt, wie hoch die Affinitit des
Substrates Desoxypeganin (3) zu seinem metabolisierendem Enzym, dem Cytochrom
P450 sei. Je hoher die Affinitdit des Substrates zum Enzym, desto kleiner ist die
Wahrscheinlichkeit, dass ein anderes Substrat gebunden und damit umgesetzt wird. Die

Michaelis Konstante Ky, gibt die Substratkonzentration an, bei der die Hélfte der
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aktiven Zentren des Enzyms besetzt sind. Experimentell wurden zundchst in
verschiedenen Ansdtzen jeweils gleiche Mengen der Enzympraparation mit steigenden
Mengen des Substrates bei 37°C inkubiert und dabei die Reaktionsgeschwindigkeit v
gemessen. Dies kann man {iiber die UV-photometrisch gemessenen Absorptions-
anderungen berechnen. Es ist wichtig, die Anfangsgeschwindigkeit zu bestimmen oder
auf diese zu extrapolieren, da im Verlauf der Inkubation die Substratkonzentration
immer weiter abnimmt. Die Absorptionsdnderungen werden geringer und die
Messungen damit ungenauer. Ausserdem wird der Einfluss der Riickreaktion immer
grosser.  Grundsidtzlich bestehen bei der UV-photometrischen Messung die
Moglichkeiten, entweder die Zunahme des Produktes, die Abnahme des Substrates oder
gar die Abnahme des Coenzyms NADPH zu messen. Bei der reduzierten Form des
Coenzyms NADPH ist die aromatische Natur des Pyridinringes aufgehoben und besitzt
ein UV-Maximum bei 340 nm. Der Verbrauch des Coenzmys und die damit verbundene
Abnahme der Absorption ist ein direktes MaB fiir die Reaktionsgeschwindigkeit. Dabei
musste zuerst ein Blindwert ohne Substrat gemessen werden, der dann spiter von der
Messung mit Substrat subtrahiert wurde. Der 9000 g Uberstand enthilt Substanzen, die
ebenfalls enzymatisch umgesetzt werden und damit das Ergebnis positiv verfilschen
wiirde.

Die berechneten Reaktionsgeschwindigkeiten aus dem Inkubationszeitraum von 5 - 15
Minuten wurden gegen die verschiedenen Substratkonzentrationen aufgetragen. Die
Bestimmung der Michaelis-Konstante Ky erfolgte aber genauer durch die Lineweaver-
Burk Linearisierung. Dabei bedient man sich eines mathematischen Tricks und tragt die

reziproken Werte der gemessenen Reaktionsgeschwindigkeit gegen die reziproken
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Werte der Substratkonzentration auf. Man erhéalt eine Gerade und kann Ky; und V.« als

Reziproke des Abzissen- bzw. Ordinatenabschnittes direkt ablesen (Abb. 19).
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Abb. 19: Lineweaver-Burk Linearisierung mit Bestimmung der Michaelis-Konstante.

Die berechnete Michaelis-Konstante Ky, (charakteristische Konstante fiir jedes Enzym)
von 5,8 - 10”° mol/l zeigt, dass Desoxypeganin (3) zu einer Gruppe von Substraten
gehort, welche eine hohe Affinitdt zum Cytochrom P450-System zeigen [138,139]. Es
geniigt also eine relativ niedrige Substratkonzentration, um eine Halbséttigung am
Enzym zu erzielen. Uber die berechneten Protein- und CYP 450-Konzentrationen aus
Kapitel 8.6.1. und 8.6.2., Theoretischer Teil und den graphisch bestimmten V,-Wert
lassen sich folgende Aussagen treffen:

e 432 nmol Desoxypeganin (3) werden bei 37°C und einem pH-Wert von

7,4 pro Minute von 1 mg Protein umgesetzt.
e 3,37 nmol Desoxypeganin (3) werden bei 37°C und einem pH-Wert von

7,4 pro Minute von 1 nmol CYP 450 umgesetzt.
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8.7. Inkubationsversuche mit menschlicher Leber (S9 Mix)

In Kapitel 8.2.1., Theoretischer Teil, wurden schon die Isoenzyme des CYP 450
beschrieben. Welches Isoenzym bei der Metabolisierung von Desoxypeganin (3) im
menschlichen Korper die entscheidende Rolle spielt, ist eine sehr wichtige Frage und
konnte iiber diesen Versuch abgekldrt werden. Dabei setzte man jeweils zum
Inkubationsansatz mit S9 Mix der menschlichen Leber Substrate sowie Inhibitoren der
beiden wichtigsten Isoenzyme fiir die Biotransformation (CYP 2D6 und CYP 3A4) ein.
Ebenso wurde interessehalber auf das Isoenzym CYP 1A2 getestet, welches einen
relativen Gehalt von 12 % bezogen auf CYP 450 im S9 Mix der menschlichen Leber
aufweist und ungefiahr 4 % aller Arzneistoffe metabolisiert [120,124]. Die Substrate und
Inhibitoren wurden in gleicher molarer Menge wie Desoxypeganin (3) eingesetzt und
per HPLC (Methode A2) quantitativ Desoxypeganin (3) gegeniiber dem
Hauptmetaboliten Pegenon (6) ausgewertet. Dabei wurde der Extinktionskoeffizient mit
in die Berechnung einbezogen. Eine Inkubation nur mit Desoxypeganin (3) wurde zu
Vergleichszwecken ebenso durchgefiihrt (Abb. 20). Die Substrate sowie die Inhibitoren
der Isoenzyme von CYP 450 sind der Literatur entnommen [120,123,124]. Ansatz Nr.
1, in welchem nur Desoxypeganin (3) eingesetzt wurde, zeigte ungefdhr eine 50 %-ige
Metabolisierung zu Pegenon (6). Die Ansidtze 2, 3, 6 und 7 bestitigen diesen Wert.
Ansatz 4 bei dem ein 2D6-Substrat eingesetzt wurde, zeigt eine 20 %-ig geringere
Metabolisierung zum Pegenon (6), da das Isoenzym zusitzlich zum Desoxypeganin (3)
noch Metoprolol metabolisiert. Die Inhibition von 2D6 mit Hilfe von Chinidin ldsst

sogar die Bildung von nur 19 % Pegenon (6) zu.
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Ansatz Nr. | Wirkstoff Inhibitor/Substrat | Desoxypeganin (3) | Pegenon (6)
1 Inkubation ohne weiteren Wirkstoff 55% 45 %
2 Theophyllin 1A2-Substrat 48 % 52 %
-
3 1 A2-Inhibitor 47 % 53 %
Naphtoflavon
4 Metoprolol 2D6-Substrat 75 % 25%
5 Chinidin 2D6-Inhibitor 81 % 19 %
6 Nimodipin 3A4-Substrat 53 % 47 %
7 Ketoconazol 3 A4-Inhibitor 48 % 52%

Abb. 20: Isoenzymversuche mit menschlicher Leber (S9 Mix). Die Prozentangaben

beziehen sich auf die integrale Auswertung der HPLC-Chromatogramme.

Mit diesen Versuchsergebnissen konnte relativ einfach das Isoenzym 2D6 bestimmt

werden, welches Desoxypeganin (3) zu seinem Hauptmetaboliten Pegenon (6)

metabolisiert. Das bedeutet fiir die weitere Entwicklung von Desoxypeganin (3) zum

Arzneistoff und fiir den spiteren Einsatz am Patienten zur korrekten Dosisermittlung,

dass zuerst der Metabolisierer-Status festgestellt werden muss, dhnlich wie es bei den

Antidepressiva der Fall ist.
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9. Pharmazeutische Salze von Desoxypeganin

Die Auswahl und Herstellung eines addquaten Salzes eines neuen Wirkstoffes nimmt
einen sehr grossen Stellenwert in der Entwicklung ein. Mittlerweile werden mehr als die
Hilfte aller Wirkstoffe in der medizinischen Anwendung als Salze verabreicht [140].
Die Salzbildung kann die FEigenschaften eines Wirkstoffes teilweise sehr stark
verdndern. Die Bioverfiigbarkeit, der Schmelzpunkt, die Hygroskopizitét, die chemische
Stabilitét, der pH-Wert des gelosten Wirkstoffes, die Kristallform und die mechanischen
Eigenschaften werden in der Regel beeinflusst. Vor allem ist die Verbesserung der
Wasserloslichkeit sowie die chemische und physikalische Stabilitidt erwiinscht [141].
Fiir sidmtliche pharmakologische Tests und in-vitro Studien wie Rezeptorbindung,
Enzyminhibition oder Versuche mit Zellkulturen ist eine ausreichende
Wasserloslichkeit die Grundvoraussetzung. Die meisten organischen Sduren oder Basen
erfiilllen diese Eigenschaft nicht, so dass die Salzbildung einen notwendigen
Arbeitsschritt darstellt. Salze konnen sich in-vivo auch in ihrem pharmakokinetischen
Verhalten unterscheiden, so dass man sich diese Eigenschaften fiir unterschiedliche
Indikationen zunutze machen kann. Bei einem Analgetikum zum Beispiel ist eine
schnelle Wirkung erwiinscht, die nur durch eine hohe Ldslichkeit, nachfolgender
verstdrkter Diffusion und damit einer hohen Bioverfiigbarkeit erreicht werden kann. Der
Wirkstoff wird dann schneller eliminiert und besitzt so eine kiirzere Aktivitit. Ist eine
langandauernde Wirkung erwiinscht, kann man ein schwer wasserlosliches Salz
einsetzen, um einen gewissen Retardeffekt zu erzielen. Die richtige Auswahl eines
Salzes stellt damit einen wichtigen Faktor in der frilhen Entwicklungsphase dar und
muss gut liberlegt werden [142]. Bei einer Umentscheidung in einer spateren Phase der

Entwicklung konnte man die Ergebnisse von sdmtlichen Studien verwerfen. In allen
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klinischen Phasen (I, II, III) muss das gleiche Salz nach dem gleichen
Herstellungsverfahren nach GLP validiert verwendet werden. Auch das gleiche Salz
nach einer anderen Herstellungsvorschrift bewirkt Neubeginn in Phase I. Das wiirde den
straff gesetzten Zeitplan verlingern und damit enorme wirtschaftliche Kosten fiir die
pharmazeutische Industrie bedeuten. Die folgenden Versuche sollen Salze von
Desoxypeganin (3) mit verschiedenen anorganischen und organischen Séauren
vergleichend charakterisieren. Dabei wurde auf eine mdglichst einfache Herstellung,
hohe Ausbeute, die Erfassung der Morphologie und des Schmelzpunktes und die direkte
Verpressbarkeit der Salze zu Tabletten geachtet. Diese Versuche sollen eine

Vorauswahl treffen, an denen man sich bei spéteren Entscheidungen orientieren kann.

9.1. Herstellung von Desoxypeganin-Salzen

Salze der folgenden Séduren wurden vergleichsweise hergestellt: Salzséure,
Schwefelsdure, Bromwasserstoffsiure, ortho-Phosphorsaure, Maleinsiure,
Zitronensiure, Methansulfonsdure und Weinsdure. Die Salze wurden immer nach der
gleichen Vorschrift hergestellt, um die zu betrachtenden Faktoren miteinander
vergleichen zu konnen. Desoxypeganin (3) wurde in Ethanol gelost, filtriert und die
jeweilige Sédure unter Riihren bei Raumtemperatur zugetropft. Das enstandene Salz fallt
aus. Die Kurzcharakterisierung der Salze konzentriert sich hier auf die makroskopische
Betrachtung, die Wéarmeentwicklung bei der Salzbildung, die Filtrierbarkeit, die
Ausbeute, den Schmelzpunkt (Abb. 21) sowie die mikroskopische Beschreibung der

entstehenden Salze (Abb. 22).
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Die Betrachtung der Ergebnisse zeigt, wie unterschiedlich die Salzherstellung mit
verschiedenen Sduren ist. Alle aufgefiihrten Parameter beeinflussen in irgendeiner
Weise die weitere Entwicklung des Wirkstoffes. Die Schmelzpunkte liegen alle iiber
200°C, so dass Probleme bei der technologischen Verarbeitung hinsichtlich energetisch
hoher Verarbeitungsschritte wie Mahlen oder Verpressen nicht zu erwarten sind. Die
Grosse der Kristalle ist entscheidend fiir das direkte Verpressen zu Tabletten
(Direkttablettierung). Davon hidngt u.a. das Schiittvolumen, die Fliesseigenschaften und
die Entmischungstendenz ab. Natiirlich konnen sdmtliche Eigenschaften durch
Veranderungen der Herstellungsvorschrift und weiterer Arbeitsschritte wie Mahlen und

Klassieren beeinflusst werden.

9.2. Direkttablettierung von Desoxypeganin-Salzen

Die Tablette stellt immer noch die wichtigste Arzneiform dar. Sie ist kompakt,
Okonomisch, in grosser Stiickzahl herzustellen und sehr einfach fiir den Patienten
einzunehmen. Die Direkttablettierung, also ohne vorherigen Granulierungsschritt, stellt
dabei besondere Anforderungen an den Wirkstoff und die Rezeptur. Am Besten sind
quaderformige Kristalle direkt zu verpressen, da hier die Fliessfahigkeit des Haufwerkes
am grossten ist. Sehr kleine Kristalle zeigen eine Entmischungstendenz im Haufwerk
und verhindern so eine genaue Dosierung. Der Wirkstoff muss ausreichend plastisch
verformbar sein und eine ndtige physikalische und chemische Stabilitdt aufweisen. Die
Salze, welche in Abbildung 22 beschrieben sind, werden mit einer Standard-Tabletten-
Rezeptur vermischt und zu Tabletten verpresst. Dabei soll die Dosierung 250 mg
betragen. Die Verpressbarkeit, die auftretenden Problematiken sowie die

makroskopische Beurteilung der Tabletten soll hier kurz beschrieben werden.
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Die Standard-Tabletten-Rezeptur besteht aus Tablettose”™, Aerosil®, Magnesiumstearat
und Desoxypeganin (3). Tablettose” ist ein Markenname fiir agglomerierte Lactosen (a-
Lactose-Monohydrat geméss Ph. Eur. und USP) in unterschiedlichen Grossen. Sie
wurde speziell fiir die Direkttablettierung entwickelt und verbindet die gute
Fliessfahigkeit einer grobkornigen Lactose mit der Verpressbarkeit einer fein
gemahlenen Lactose. Daraus folgt eine hervorragende Haértestabilitdt. Dies fiihrt zu
einem konstanten Zerfall der Tabletten und damit auch zur konstanten Freisetzung des
Wirkstoffes. Magnesiumstearat wird als Schmiermittel und Formtrennmittel und
Acrosil® als Fliessregulierungsmittel eingesetzt. Es werden Tabletten mit einem
Durchmesser von 8 mm mit einer automatischen Exzenterpresse hergestellt. Bei solch
einem hohen Wirkstoffgehalt ist das Pulvervolumen ohne Granulierung sehr gross. Die
Tabletten miissen teilweise nach dem ersten Pressvorgang nochmals gebrochen werden,
um dieses Material dann nochmals einzusetzen. Wéhrend des Pressvorganges werden
schnell die Unterschiede zwischen den einzelnen Salzen sehr deutlich. Die Probleme
lagen in der Fliessfahigkeit der Haufwerke und teilweise im Deckeln der Tabletten. Ein
Deckeln der Tabletten wird verursacht durch unterschiedliche Eigenschaften des
Tablettiergutes sowie durch technische Faktoren. Einige Eigenschaften sind z.B. zu
hoher Feuchtigkeitsgehalt, Luftadsorption oder zu geringe Kohésionskréfte der Tablette,
um den Ausstol aus der Matrize unbeschadet zu iiberstehen [143]. Die meisten
Probleme traten bei den Salzen der Weinsdure, Phosphorsdure und der Schwefelsdure
auf. Das Desoxypeganin-Hydrobromid und —Hydrochlorid liessen sich am
unproblematischsten verpressen und die Tabletten zeigten eine einheitliche Oberfldche.

Diese beiden Salze sollen im Weiteren genauer charakterisiert werden und mit ihnen

eine Optimierung der Salzherstellung erfolgen.
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9.3. Optimierung der Herstellung von Desoxypeganinhydrochlorid und Desoxy-

peganinhydrobromid

Um die Salzherstellung zu optimieren, wurden eine Reihe organischer Losemittel
ausprobiert. Von diesen zeigte Aceton anstelle von Ethanol die besten Ergebnisse.
Aceton wurde auf 50°C erwiarmt und eine konzentrierte Desoxypeganin (3) Ldésung
hergestellt. In diese Losung wurde die Sdure dann zugetropft. Da Aceton einen
Siedepunkt von 56,2°C hat, war es nicht moglich, den Schmelzpunkt von
Desoxypeganin (3) (86-87°C) zu iiberschreiten, was zum Aufrahmen der Base fiihren
wiirde. Die weiteren Arbeitsschritte blieben unveréndert.

Nach 'H-NMR spektroskopischer Wasserbestimmung konnten dem Hydrochlorid zwei
Molekiile Kristallwasser und dem Hydrobromid ein Molekiil Kristallwasser zugeordnet

werden.

9.4. ..Direkttablettierungsversuche‘ mit den optimierten Desoxypeganin-Salzen

Die Tablettenrezeptur wurde beibehalten. Alle Tabletten mussten nach dem ersten
Verpressen gebrochen werden, um sie dann nochmals zu verarbeiten. Das Volumen des
Haufwerkes ist sehr gross und das Tablettengewicht und damit die Dosierung von 250
mg Desoxypeganin (3) kann ansonsten nicht erreicht werden. Die Fliessfahigkeit ist
dadurch wesentlich verbessert und die Problematik des Deckelns ist bei den Tabletten
der drei Salze (zwei Chargen Desoxypeganin-HCI, eine Charge -HBr) bis auf ein
Minimum reduziert worden. Die derart hergestellten Tabletten zeigen bei der

makroskopischen Betrachtung eine einheitliche Oberfliche und ein stabiles Ausseres.
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Neben der Bestimmung der Bruchfestigkeit spielt der Zerfall einer Tablette eine
besondere Rolle. Als Vortest kann die Tablette in 37°C warmen Wasser durch leichtes
Umschwenken gelost werden. Das Europidische Arzneibuch (Ph. Eur.) fordert bei
nichtliberzogenen Tabletten eine Zerfallszeit von maximal 15 Minuten.

Die Friabilitdt wurde nach Ph. Eur. mit einer Friabilitdtsapparatur bestimmt und der
Abrieb sollte dabei nicht liber 1% betragen.

Die Gleichformigkeit der Masse wurde nach Ph. Eur. bestimmt und sollte bei Tabletten
mit einem Gewicht grosser als 250 mg maximal um 5 % vom geforderten Gewicht

abweichen (Abb. 23).

Desoxypeganin- | Durchschnitts-
Bruchfestigkeit | Friabilitét Zerfall
Salze masse
Hydrochlorid I 411 mg 100 N 0,5% 7 Min.
Hydrochlorid II 415 mg 80N 3% 10 Min.
Hydrobromid 415 mg 76 N 1,1% 12 Min.

Abb. 23: Charakterisierung der aus den optimierten Salzen hergestellten Tabletten.

Die Gleichformigkeit der Masse und damit auch die richtige Dosierung wird von allen
Tabletten erfiillt. Ebenso erfolgt der Zerfall in diesem Vortest innerhalb von 15
Minuten. Die Bruchfestigkeit liegt mit 100 N in einem akzeptablen Rahmen. Auch die
Friabilitdt der Tabletten des Hydrochlorids I ist sehr gering (0,5 %) und zeigt mit einer
geringen Zerfallsdauer von nur sieben Minuten, dass fiir den Pressvorgang geeignete

Bedingungen gefunden worden sind.
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Die Tabletten des Hydrobromids sind mit den entsprechenden Parametern etwas
ungiinstiger einzuordnen. Hingegen zeigen die aus dem Hydrochlorid II hergestellten
Tabletten einen deutlich vergrosserten Abrieb, was offensichtlich mit der verdnderten

und uneinheitlichen Kristallform zusammenhéngt.

9.5. Schlussfolgerung aus der Direkttablettierung und der Salzherstellung

Wie die letzten Abschnitte gezeigt haben, weisen die einheitlich hergestellten Salze
doch erhebliche Unterschiede in ihren Eigenschaften auf. Selbst mit einfachen
Verfahren lassen sich eine Reihe von Informationen sammeln, die sich dann
miteinander vergleichen lassen. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich sowohl das
Hydrochlorid als auch das Hydrobromid einfach herstellen lassen und die Eigenschaften
der Salze sogar die Direkttablettierung zulassen. Hydrochloride sind im Allgemeinen
sehr gut vertraglich (Salzdure ist physiologisch im Magen) und sind auch deshalb am
weitesten verbreitet. Hydrobromide nehmen nach den (Hydrogen-)Sulfaten den dritten
Platz ein. Diese Salze weisen oft eine geringere Loslichkeit und einen hdheren
Kristallinitdtsgrad als die entsprechenden Hydrochloride auf. Bei einer geschétzten
Dosis an Desoxypeganin (3) von 50 - 100 Milligramm pro Tag werden entsprechend
viele Bromidionen dem Korper zugefiihrt. Die mdgliche Akkumulation konnte dann zu
Bromismus fiihren und Schlifrigkeit, Gedidchntisschwund, Verwirrtheit, Akne- und

Furunkelbildung zur Folge haben.
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10. Transdermale Therapeutische Systeme (TTS) mit Desoxypeganin als Wirkstoff

Transdermale Therapeutische Systeme (TTS) sind wirkstoffhaltige Pflaster, die den
Wirkstoff iiber die Haut in das darunter liegende Gewebe und die Blutgefdasse abgeben.
Die Vorteile gegeniiber herkommlichen Darreichungsformen, die iiber den Magen-
Darm-Trakt permeieren, sind offensichtlich. Die Wirkstoffe unterliegen nicht dem First-
Pass-Metabolismus, da sie die erste Leberpassage umgehen. Dadurch kann die
Dosierung vermindert werden und die Gefahr einer Uber- oder Unterdosierung bei
gleichem oder verbessertem therapeutischen Effekt wird praktisch ausgeschlossen. Man
erzielt mit transdermalen Systemen einen iiber lidngere Zeit gleichbleibenden
Blutspiegel, wobei Wirkstoffspitzen vermieden werden.

Die Darreichungsform TTS ermoglicht wegen des einfachen Aufkleben und Abldsen
des Pflasters von der Haut eine relativ exakte Bestimmung der Anwendungsdauer. Es
bildet sich zwar ein gewisses Arzneistoffdepot in der Haut, welches nach dem Entfernen
des Pflasters noch ,,aufgebraucht” werden muss. Man fillt aber relativ schnell unter die
therapeutische Dosis.

Uber den Aufbau des Pflasters lisst sich die Dosis pro Zeiteinheit steuern und
Dosierungsvorschriften konnen vom Patienten exakt befolgt werden. Die Wirkdauer
von Arzneistoffen mit kurzer biologischer Halbwertszeit kann durch die Applikation
eines TTS verldngert werden. Die Nebenwirkungen kénnen vor allem bei hochpotenten
Arzneistoffen mit geringer therapeutischer Breite reduziert werden. Nachteile der TTS
sind ebenso zu nennen. Arzneistoffe, die zu Hautirritationen oder Sensibilisierung
fithren, sind nicht geeignet. Ausserdem konnen Allergien auf Bestandteile der in den
TTS verwendeten Klebern und/oder Enhancern auftreten. Die Hautflora kann

beeinflusst und die Haut geschiadigt werden [144,145,146].
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Auf dem weltweiten Arzneimittelmarkt gibt es derzeit neun verschiedene Arzneistoffe,
die mittels TTS verabreicht werden konnen. Die Indikationsgebiete reichen von der
Raucherentwohnung, Schmerzbehandlung, Behandlung der Hypertonie bis hin zu
Kombinationspriparaten zur Kontrazeption. Der jdhrliche US-Markt fiir TTS betréigt
mehr als 3 Milliarden Dollar [147].

Ein Arzneistoff, der fiir eine TTS-Therapie in Frage kommt, muss bestimmte
physikalische und chemische Eigenschaften erfiillen. Dazu zdhlt eine niedrige
Molekularmasse (< 500 Da), eine hohe Lipophilie und gleichzeitg eine gewisse
Loslichkeit in wassrigen Medien. Da die Grosse eines TTS begrenzt ist, muss der
wirksame Plasmaspiegel eines Arzneistoffes im Bereich von ng/ml liegen [148,149].
Dabei stellt Nikotin mit einer Molekularmasse von 162 Da das kleinste und Oxybutinin
mit 359 Da das grosste Wirkstoffmolekiil dar. Die Pflastergrosse variiert von 2.5 cm®
bei Scopolamin und Fentanyl bis 140 cm? bei einem TTS mit dem Arzneistoff Lidocain.
Die Abgabe des Arzneistoffes aus dem TTS schwankt von 0,01 mg pro Tag bei
Ostradiol bis 32 mg in 12 Stunden bei Lidocain. Desoxypeganin (3) erfiillt die eben
genannten physikalischen und chemischen Eigenschaften. Der ausgeprigte
Metabolismus (Kapitel 8.6., Theoretischer Teil) kann durch Umgehung des First-Pass-
Effektes minimiert werden, so dass eine Dosisreduktion bis in den niederen mg-Bereich
moglich ist. Daher erschien die transdermale Applikation des Wirkstoffes

Desoxypeganin (3) besonders sinnvoll und die Entwicklung eines Pflasters folgerichtig.

10.1. Hautaufbau und transdermaler Transport

Die Haut ist mit einer Fliche von 20 000 cm” und einem Gewicht von ungefihr 3 kg das

grosste Organ des Menschen. In erster Linie iibt sie eine Schutzfunktion aus. Sie
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verhindert das Eindringen von Fremdstoffen, Toxinen, Mikroorganismen und minimiert
den Wasserverlust des Korpers. Die Haut zeigt in der Regel fiir Fremdmolekiile eine
sehr geringe Permeabilitdt. Man kann sie in drei Schichten unterteilen: die Subcutis, die
Dermis und die apikal liegende Epidermis (Abb. 24). Vor allem die dusserste Schicht
der Epidermis, das Stratum corneum, stellt dabei die entscheidende Barriere dar. Das
Stratum corneum besteht aus Hornschuppen (Korneozyten; enddifferenzierte

Keratinozyten), die in multilamellare Lipidschichten eingebettet sind [148,149].

endokrin
interzellular transfollikular ;. ¢rq7enulir

Stratum corneum
(10-80 pm)

11

Epidermis
(50-100 pm)

Dermis
(1-2 mm)

Abb. 24: Hautaufbau eines Menschen nach [149]. Stratum corneum (Korneozyten) als
dusserste Schutzschicht, Epidermis mit vorwiegend Keratinozyten in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien;, Dermis bildet mit ihren Fasern aus Kollagen, Elastin und
Retikulin einen effektiven mechanischen Schutz, sie wird stark durchblutet und ist fiir
die Elastizitdt der Haut verantwortlich. Ebenso sind die méglichen Permeationswege

eines Arzneistoffes zu sehen (auch Abb. 25).
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Die Stirke dieser Hautschicht ist durch die Anzahl der aufeinander gestapelten
Korneozyten bedingt und variiert je nach Korperregion und Jahreszeit von 10 bis 80 um
[150]. Ohne das Stratum corneum wiirde der Mensch téglich 20 Liter Wasser
transepidermal verlieren [151]. Bei intakter Barriere sind das nur 0,16 Liter pro Tag,

dies entspricht 0,4 mg - h™ - cm™ [152].

Arzneistoff und Vehikel

Fettfilm auf der Haut

Transepidermaler Weg Zusitzliche Wege
I I
I I I I
Intrazellular Interzellular Haarfollikel Schweissdriisen
und
Talgdriisen

Abb. 25: Mégliche Permeationswege eines Arzneistoffes durch die Haut [148].

Die Haut stellt aber keine vollig impermeable Schicht fiir exogene Stoffe dar, denn
Arzneistoffe konnen {iber verschiedene Wege transkutan aufgenommen werden (Abb.
25). Der Arzneistoff kann also abhingig von seinen Eigenschaften intra- oder
interzelluldr aufgenommen werden. Welcher dieser beiden Wege eingeschlagen wird,
héngt u.a. von der Loslichkeit des Arzneistoffs, seinem Verteilungskoeffizienten und
seinem jeweiligen Diffusionskoeffizienten ab. Die Aufnahme tiber Haarfollikel, Talg-
oder Schweissdriisen sollte bei 0,1 % der gesamen Hautoberfldche quantitativ keine

grosse Rolle spielen.
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10.2. Membran- und Matrixpflaster

Membransysteme bestehen aus einer undurchldssigen Tréigerschicht, einem
Wirkstoffreservoir, einer Steuermembran und einer zusitzlichen Kleberschicht. Das
Wirkstoffreservoir, in dem der Wirkstoff im Allgemeinen suspendiert vorliegt, befindet
sich zwischen Triagerschicht und Steuermembran. Die Steuermembran bestimmt die
Geschwindigkeit der Wirkstofffreigabe (membrankontrollierte Freisetzung). Diese
Pflaster zeichnen sich durch eine relativ konstante Liberation aus. Bei mechanischer
Verletzung der Steuermembran kann es passieren, dass der Wirkstoff schlagartig
freigesetzt wird (dose-dumping).

Matrikdiffusionskontrollierte Systeme sind einfacher aufgebaut (Abb. 26). Der

Arzneistoff ist dabei in geloster oder homogen dispergierter Form in einer Matrix

eingebettet.
-+4—  Backing layer
Selbstklebende :
Matrix mit
Wirkstoff Release liner

Abb. 26: Schema eines matrixdiffusionskontrollierten Systems.

Das Pflaster enthélt keine zusétzliche Kontrollmembran. Die Freigabe aus diesen
Systemen wird durch die Diffusion des Wirkstoffes durch das Matrixmaterial
kontrolliert. Die Wirkstofffreigabe ist nicht immer zeitkonstant. Ein dose-dumping kann

hier nicht auftreten, so dass bei hochpotenten Arzneistoffen das Matrixpflaster als
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sicherer gilt. Kurz vor der Anwendung wird der Release liner entfernt und die
selbstklebende Matrix mit Wirkstoff und dem Backing layer auf die Haut geklebt.

Bei der Entwicklung eines TTS fiir Desoxypeganin (3) wihlten wir
matrixdiffusionskontrollierte Systeme. Es wurden Formulierungen mit verschiedenen
Matrices und unterschiedlichen Enhancern hergestellt. Diese wurden dann in einem
Permeationstest auf humaner Vollhaut getestet und die Freisetzung der verschiedenen

Formulierungen miteinander verglichen.

10.3. TTS-Formulierungen von Desoxypeganin

Insgesamt wurden 16 verschiedene Formulierungen mit Desoxypeganin (3) hergestellt.
Dabei variierte der Wirkstoffgehalt von 5 — 12 %. Insgesamt wurden drei unter-

schiedliche Matrices und drei Enhancer in verschiedenen Konzentrationen verwendet.

10.3.1. Selbstklebende Matrices

Es wurden 2 Polyacrylatkleber als Matrix eingesetzt, die in der weiteren Beschreibung
als Durotak 1 (DuroTak®™ 387-2054) und Durotak 2 (Durotak™ 387-2516) bezeichnet
werden. Diese Kleber sind drucksensitive, selbstklebende Polymere der Polyacrylsdure
und werden durch radikalische Polymerisation verschiedener Monomere in einem
organischen Losungsmittel hergestellt. Dabei bilden sogenannte Kohidsions-Monomere
wie Acrylsdure, Methacrylsdure oder Vinylacetat das Gerlist der Polyacrylatkleber.
Adhidsions-Monomere wie n-Butylacrylat oder 2-Ethylhexylacrylat sind flir die
klebrigen Eigenschaften verantwortlich. Durotak 1 und Durotak 2 unterscheiden sich in

der Zusammensetzung der Monomere.
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Die dritte Matrix besteht aus insgesamt acht verschiedenen Bestandteilen. Die
wichtigsten Substanzen sind Ethylcellulose, Abitol® und Hercures® (jetzt Piccotac™).
Abitol®, ein technisch hergestellter Hydroabietylalkohol, ist ein farbloses, klebriges
Harz. Hercures® ist ein aliphatisches C5-Harz. Im Weiteren wird diese Matrix als

Abitol®/Hercures® bezeichnet.

10.3.2. Penetrationsforderung durch ..Enhancer*

Chemische Penetrationsenhancer kénnen die Hautpermeation durch unterschiedliche
Mechanismen steigern. Dazu zdhlten die Steigerung der Arzneistoffloslichkeit, die
Erhohung des Verteilungskoeffizienten im Stratum corneum sowie die Verdnderung der

geordneten interzelluldren Lipiddoppelschicht des Stratum corneum (Abb. 27).

polare Kopfzuppen | @090 ® , i g
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Abb. 27: Das Schema zeigt den Effekt eines Enhancers auf die Lipiddoppelschicht im
Stratum corneum nach [156]. Dabei kann sich der Enhancer in die Ndhe der polaren
Gruppen oder zwischen die hydrophoben Ketten der Doppelschicht schieben. Der
geordnete Aufbau wird verdndert und ein Arzneistoff kann leichter das Stratum

corneum passieren.
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Diese Substanzen sollen nicht toxisch, nicht hautirritierend und nicht allergen sein,
sowie keine pharmakologische Wirkung zeigen [149].

Die Liste der Enhancer ist lang und mittlerweile ist es moglich, sdmtliche auf dem
Markt befindlichen Enhancer sowie Kombinationen mit einem High-Throughput-
Verfahren auf die Transdermale Permeation hin zu screenen [153]. Eine umfassende
Betrachtung der verschiedenen Enhancer sowie deren genauen Wirkungsmechanismus
ist der Literatur zu entnehmen [154-157]. Es werden hier als Enhancer Cetiol®,

Isopropylmyristat und Dodecanol eingesetzt.

10.3.3. Herstellung der TTS-Formulierungen von Desoxypeganin

Desoxypeganin (3) wird in der jeweiligen Matrix gelost und je nach Formulierung der
Enhancer zugetropft. Dann wird mit einem Rakel die Matrix auf den Release liner
aufgetragen, das Losungsmittel abgedampft und mit dem transparenten Backing layer
kaschiert. Das Pflaster wird ausgestanzt, das Gewicht bestimmt und die Wirkstoffmenge

pro Pflaster berechnet.

10.4. Experimenteller Aufbau des Permeationstests

Fiir Untersuchungen der Penetration oder Permeation eines Arzneistoffes aus einer
Applikationsform wie einem TTS werden sogenannte Diffusionszellen verwendet.
Solch eine Diffusionszelle besteht aus zwei Verteilungsrdumen, welche durch eine
Membran (z.B. Humanhaut) voneinander getrennt sind. Das TTS wird auf einen
Hautstanzling geklebt und in die Diffusionszelle eingespannt. Aus diesem

Donorkompartiment kann der Arzneistoff durch die Membran in das
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Akzeptorkompartiment diffundieren. Die Akzeptorkammer ist dabei mit einem
geeigneten Medium wie physiologischer Kochsalzlosung gefiillt. Die Kochsalzlosung
wird dabei auf 32°C temperiert. Dies gewdhrleistet eine Durchflussanordnung mit

Einzelthermostatisierung (Abb. 28) oder in unserem Falle durch ein thermostatisiertes

Wasserbad.
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Abb. 28: Querschnitt einer modifizierten Diffusionszelle nach Franz [158].

Nach 4, 8, 24, 32 h wird das Akzeptormedium komplett ausgetauscht, um Sink-
Bedingungen aufrecht zu erhalten. Die aufgearbeiteten Proben wurden dann per HPLC
mit UV-Detektion (Methode A3) quantitativ ausgewertet.

Als Membran wurde in diesem Versuch weibliche humane Vollhaut (Epidermis mit
Dermis) aus Brust- und Bauchreduktionen gewéhlt. Humanhaut ist nicht beliebig

verfiigbhar und die Permeationsstreubreite ist je nach Alter, Geschlecht und



Theoretischer Teil 83

Korperregion sehr gross. In den letzten Jahren wurde aus diesen Griinden versucht, eine
synthetische Haut (,,Living Skin Equivalents*) zu entwickeln [159,160]. Diese
kommerziell erhiltlichen Hautmodelle wie Episkin™, Skinethic™ oder EpiDerm™
zeigen innerhalb einer Charge sowie zwischen mehreren Chargen eine gute
Reproduzierbarkeit. Die Permeabilitét ist allerdings im Vergleich zur Humanhaut viel
zu hoch und erreicht keine realistische Anndherung [161,162]. Dieses in-vitro
Permeationsmodell konnte sich daher nicht durchsetzen.

Der Verwendung von Tierhaut wie v.a. vom Schwein oder von haarlosen
Meerschweinchen ist heutzutage auf die Praformulierungsphase beschrinkt. Auch hier
ist die Ubertragbarkeit auf die menschliche Haut sehr schwierig und im Allgemeinen ist
die Permeation bei der Tierhaut wesentlich hoher [163].

Die Verwendung von isolierten Epidermen ist kritisch zu betrachten. Die sogenannte
,,shunt-diffusion®, die Diffusion durch Haarfollikel und Schweissdriisen, tduscht dabei
falsch positive Permeationsraten vor. Es bilden sich bei der Trennung der Epidermis
von der Dermis sogenannte ,,shunt-holes*. Vor allem bei stark behaarter Haut kann dies

kaum vermieden werden.

10.5. Permeationsergebnisse der TTS-Formulierungen

Von den 16 hergestellten Formulierungen wurden neun fiir den Permeationstest
ausgewdhlt. Pflaster mit einer Wirkstoffkonzentration von 5 % Desoxypeganin (3) ohne
Enhancer zeigten in Vorversuchen eine zu geringe Permeabilitit. Formulierungen mit
einer Konzentration von 12 % zeigten schon nach dem Abdampfen des Isopropanols
deutliche Kristallbildung und konnten deshalb nicht im Permeationstest eingesetzt

werden. Fiir alle iibrigen Pflaster wurde die Permeationsrate an drei Hautstanzlingen
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getestet. Von jedem Akzeptormedium wird der Wirkstoffgehalt bestimmt (Methode A3)
und jeweils die kumulierte Konzentration pro Fliche Pflaster angegeben (Abb. 29).

Die Abitol®/Hercures®-Formulierung zeigte im Vergleich zur Polyacrylatmatrix eine
achtfach hohere Permeationsrate. Mit der Abitol®/Hercures®-Formulierung ist es
moglich, bei einer Pflastergrosse von 70 cm’ eine Permeation von 20 mg pro Tag zu
erreichen. Bei einer geschétzten Tagesdosis von 5 - 10 mg wiirde eine Pflastergrosse
von 15 - 35 cm” fiir eine 24h Applikation ohne Weiteres ausreichen. Im Allgemeinen
wird die tagliche systemische Dosis von 20 mg pro Tag als oberer limitierender Faktor
angesehen [157] sowie eine Pflastergrésse von 200 cm’. Dieses Pflaster haftete
allerdings nicht so gut wie die Polyacrylatpflaster, so dass man in Zukunft mit einem

Uberpflaster mit einem zusitzlichen Kleberand arbeiten sollte.

10.6. Permeationsversuche mit Desoxypeganin-Salzen

Trotz sehr guter Permeationsergebnisse wollte man diese noch durch Tests weiterer
Formulierungen steigern. Es konnte gezeigt werden, dass Salze anstelle der freien Base
in einem TTS um ein Vielfaches besser permeieren [164,165]. Dabei wurden von der
Base Morphin, Salze mit organischen Sduren hergestellt. Carbonséduren mit Arylresten
zeigten eine hohere Arzneistoffkonzentration im Akzeptormedium als Séduren mit
Alkylresten. Im Gegensatz zu Salzen von anorganischen Sduren konnen diese
organischen Saureadditionssalze als Ionenpaare um ein Vielfaches besser in die Haut

penetrieren.
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Abb. 29: Auswahl von 9 TTS-Formulierungen mit den Ergebnissen der Permeationstests

auf Humanhaut. Dabei werden die kumulierten Desoxypeganin-Konzentrationen pro

cm’ Pflastergrésse nach 24 h und 32 h angegeben.
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Sobald sie die Papillarschicht erreichen, werden die Ionen hydratisiert und dissoziieren.
In dieser Form werden sie leicht vom Blut abtransportiert, so dass sich kein
Gleichgewicht an der lipophilen Epidermis bildet.

Um zu priifen, ob dieser Effekt auch bei Desoxypeganin-Salzen auftritt, wurden die
Salze der 4-Brombenzoesdure, Salicylsdure, Acetylsalicylsdure, Benzoesdure und
Nikotinsdure hergestellt, in Olivendl gel6st und die Permeation durch Humanhaut
standardisiert auf Desoxypeganinbase (3) bestimmt (Abb. 30). Die Ergebnisse zeigen
eine sehr starke Verringerung der Permeation flir die Desoxypeganin-Salze (Methode
A3). Was fiir Morphin hervorragend funktionierte, konnte fiir dieses Alkaloid nicht
bestitigt werden. Die Permeation von Desoxypeganinbase (3) sollte aber fiir die

Anwendung am Menschen ausreichen.

Desoxypeganin Kumulierte Werte in pg/cm? | Kumulierte Werte in pg/cm’
nach 24 h, n=3 nach 32 h, n=3

Base 75,1 94,2
4-Brombenzoat 5,4 7,5
Salicylat 2,1 3,2
Acetylsalicylat 0,4 0,5
Benzoat 5,2 6.6
Nikotinat 1,2 1,8

Abb. 30: Permeationsmengen von Desoxypeganin-Salzen aus Olivenol durch

Humanhaut.
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10.7. Permeationsversuche Desoxypeganin gegen Pegenon

Da Desoxypeganin (3) sehr schnell zu Pegenon (6) metabolisiert wird, konnte dem

Metaboliten auch eine Wirkung zukommen: im Extremfall auch die Hauptwirkung.

Deshalb wurde die Permeationsrate der Vollstindigkeit halber gleich mitbestimmt.

Die quantitative Auswertung dieses Versuches (Methode A3) zeigt, dass Pegenon (6)

dreifach besser permeiert als Desoxypeganin (3) (Abb. 31).

Kumulierte Werte in

ng/cm” nach 32 h, n=3

Kumulierte Werte in

ng/cm” nach 48 h, n=3

Kumulierte Werte in

ng/cm® nach 72 h, n=3

Desoxypeganin

67,5

87,1

107

Pegenon

239

289

327

Abb. 31: Permeation von Desoxypeganin (3) und Pegenon (6) durch Humanhaut.
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10.8. Permeationsversuche weiterer Dihvdrochinazoline und Chinazolinone

Im Folgenden sollte herausgefunden werden, ob dieser Permeationsunterschied auch bei
anderen Dihydrochinazolinen im Vergleich zu Chinazolinonen besteht. Die
untersuchten Substanzen sind der Abbildung 32 zu entnehmen. Diese Substanzen sind
kommerziell nicht verfiigbar und wurden fiir die Permeationsversuche synthetisiert

(Kapitel 9., Experimenteller Teil).

N CH, N CH,
Y CH, Y CH,
N N
o)

Methaqualon (10) Huminal (11)
pK.-Wert 2,14 pKa-Wert 8,67
N CH, N CH,
Y Y
N N
0]

2-Methyl-3-phenyl-chinazolin-4-on (12) 2-Methyl-3-phenyl-3,4-
pK,-Wert 2,14 dihydrochinazolin (13)

pKa-Wert 8,67

Abb. 32: Ubersicht Dihydrochinazoline und Chinazolinone ( pK,-Werte sind berechnet

iiber ACD Software Solaris V4.76°).
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Die quantitative Auswertung des Substanzpaares Huminal (11) (Methode AS) und
Methaqualon (10) (Methode A4) zeigt im Mittelwert ungefdhr eine vierfach bessere
Permeation der oxidierten Verbindung. Anders sieht das Ergebniss bei dem
Substanzpaar 2-Methyl-3-phenyl-3,4-dihydrochinazolin (13) (Methode A6) und 2-
Methyl-3-phenyl-chinazolin-4-on (12) (Methode A6) aus. Obwohl sich die beiden
Substanzpaare nur in einer Methylgruppe am Phenylring vom vorher betrachteten Paar
unterscheiden (Abb. 32), sind doch deutliche Unterschiede in der Permeation zu sehen.
Im Durchschnitt permeiert 2-Methyl-3-phenyl-chinazolin-4-on (12) dreizehnfach besser
durch die Haut als 2-Methyl-3-phenyl-3,4-dihydrochinazolin (13).

Dieser Versuch zeigt uns, dass hier genau wie bei Desoxypeganin (3) und Pegenon (6)

ein Permeationsunterschied besteht.
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11. Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war die umfassende Bearbeitung und Charakterisierung
eines neuen Arzneistoffkandidaten von der Synthese iiber den Metabolismus bis zur
Entwicklung von verschiedenen Darreichungsformen.

Desoxypeganin (3) konnte in einer zweistufigen Synthese hergestellt werden, welche
die Erweiterung in den industriellen MaBlstab ohne Arbeitsschritte wie Destillation oder
Ausschiittelvorginge zuldsst. Die erste Stufe zum Zwischenprodukt Pegenon (6) wird
durch Kristallisation direkt im Reaktanden, welcher zugleich als Losungsmittel fungiert,
gewonnen. Ohne Aufreinigung konnen die Kristalle sofort weiter in den
Reduktionsschritt geleitet werden. Aufgrund des niedrigen Schmelzpunktes der
Desoxypeganinbase (3) ist beim Alkalisieren durch den Vorgang des Aufrahmens die
einfache Trennung der Desoxypeganinbase (3) von entstehenden anorganischen Salzen
moglich. Die Umkristallisation aus demineralisiertem Wasser sowie die Neutralisierung
der sauren mit der alkalischen Mutterlauge und der dabei resultierenden nicht toxischen
Salze ist ein positiver und kostenarmer Effekt dieser Synthese. Chlorierte bzw.
organische Losungsmittel konnten vermieden werden.

Desweiteren wurde das Verhalten von Desoxypeganin (3) gegeniiber Oxidantien
untersucht und die Strukturen der entstehenden Oxidationsprodukte aufgeklart.
Weiterhin wurden in-vitro Metabolisierungsversuche mit Kaninchenleber durchgefiihrt
und die drei Hauptmetabolite von Desoxypeganin (3) (Pegenon (6), Vasicinon (2) und
Isovasicinon (9)) identifiziert und quantifiziert. Es wurden enzymkinetische Daten wie
der Via-Wert (4,32 nmol/ min/ mg Protein bzw. 3,37 nmol/ min/ nmol CYP 450) sowie
die Michaelis Konstante (Ky = 5,8 - 10” mol/l) bestimmt. Welches Isoenzym aus der

CYP 450 Familie Desoxypeganin (3) metabolisiert, konnte iiber Substrate sowie
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Inhibitoren der flir die humane Biotransformation wichtigsten Isoenzyme mit humanen
Lebermikrosomen gezeigt werden (Isoenzym CYP 2D6).

Die Herstellung einer Vielzahl von pharmazeutischen Salzen von Desoxypeganin (3)
mit unterschiedlichen Methoden, der Charakterisierung dieser Salze sowie die
anschliessende Direkttablettierung mit Beschreibung der Tabletten war der nichste
Schritt in der umfassenden Betrachtung dieses Arzneistoffes. Es war uns moglich, die
Wirkstoffmenge in der Tablette weit liber das therapeutisch erforderliche Mal3 zu
steigern.

Eine weitere Darreichungsform, das transdermale therapeutische System wurde
entwickelt und Formulierungen mit verschiedenen Klebern und Enhancern hergestellt.
Das jeweilige Permeationsverhalten des Wirkstoffes wurde an humaner Vollhaut
bestimmt. Bei einer geschitzten Tagesdosis von 5 — 10 mg Desoxypeganin (3) wiirde
eine Pflastergrosse von 15 — 35 cm’ fiir eine 24 h Applikation ausreichen. Weitere
Versuche mit Desoxypeganin-Salzen erbrachten keine weitere Erhohung der
Permeation.

Diese Arbeit zeigt eine umfassende Charakterisierung eines neuen Arzneistoffes und
das Sammeln moglichst vieler Informationen aus den unterschiedlichsten Bereichen der
Pharmazie, die fiir Phase I und II Studien zwingend sind und fiir weitere klinische
Entwicklungen als Orientierung dienen konnen. Ob Desoxypeganin (3) am Ende
wirklich die erhofften positiven Effekte in der Suchttherapie (oder in der Alzheimer-

Krankheit) erbringt, werden die geplanten klinischen Studien zeigen.
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1. Allcemeine Methoden und Materialien

1.1. Chromatographie

1.1.1. HPLC-Gerite

Analytische HPLC:
Pumpen/Controller: Waters 600 E
Waters LC Module I plus
Hitachi L-7110
Detektoren: Photodiodenarraydetektor Waters 991
Photodiodenarraydetektor Waters 996
Photodiodenarrayetektor Jasco UV 975
HPLC-Gerdit: Waters LC Module I plus
Autosampler: Merck Hitachi AS-2000 A
Injektionsventil: Rheodyne 7125 (20 ul)
Datenverarbeitung: NEC Powermate 386/25 mit Waters 991 Software
Waters Millenium™ Chromatography Manager Version
2.15
Chromeleon Version 6.40 der Firma Dionex
Schreiber: Graphikplotter Waters 5200
Hewlett Packard Deskjet 610 C
Priparative HPLC:
Pumpe: Waters Prep LC 4000 System

Controller: Waters 4000
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Detektor: Photodiodenarraydetektor Waters 990
Injektionsventil: Rheodyne 7010 (5 ml Sc