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ZNS Zentralnervensystem
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Historie der Anwendung von Arzneistoffen, Stimulantien und
,Wellness”-Drogen friherer Zeiten, die auf das Zentralnerven-
system (ZNS) wirken

Kenntnisse und Zeugnisse Uber prahistorische Krankheitsverlaufe bzw. Gber angewendete
Therapieformen sind ausgesprochen selten. Bekannte chirurgische Eingriffe, bei denen
therapeutische Indikationen vermutet werden, stellen beispielsweise Trepanationen dar, die
zur Zeit des Neolithikums zahlreich durchgefiihrt wurden und bei denen Narbenbildungen
von langer Uberlebenszeit zeugen.

Zu den jedoch am haufigsten praktizierten Therapieformen von Heilern (Medizinmé&nnern,
Schamanen, Zauberpriestern) gehorte der Versuch, durch das Versetzen in
aulBergewoOhnliche oder verdnderte Bewuftseinszustande Versdhnung mit verstimmten
Damonen zu erwirken. Die Induktion solcher Bewultseinszustande kann entweder durch
psychokinetische und/oder pharmakologische Stimuli ausgeldst werden. Psychokinetische
Stimuli basieren entweder auf Reduktion der Umweltstimulatoren durch Meditation oder
Einsiedelei oder umgekehrt auf Reiziberflutung, bewirkt durch monoton-rhythmische
Stimulation wie Gesang, Musik und Trancetanz. Der Heiler kann in diesem
.pDurchgangszustand” die durch Tabulbertretung entstandene Krankheit behandeln. Als
pharmakologische Stimuli werden je nach Ethnie verschiedene psychotrop wirkende Stoffe
(Tab. 1.1.) angewandt.

Neben dem Einsatz entsprechender psychisch aktiver Substanzen und Techniken im
Rahmen von Krankheitsbehandlung wurden diese auch bei kultischen Handlungen
eingesetzt. Beispiele hierfiir sind Feiern, die Ubergange im sozialen Gefiige markieren (z.B.
Geburt, Pubertét, Heirat oder Einsetzungsrituale) [Eckart, 1990].

Es ist nicht verwunderlich, da3 psychisch aktive Substanzen, solange sie im Rahmen von
kultischen - d.h. heiligen - oder kurativen Handlungen angewendet wurden, kaum zu
MiBbrauchsproblemen flhrten. Erst die Zerstérung des betroffenen Kulturkreises fihrte zu
hedonistischem Gebrauch und schliel3lich zu einem verstarkten Abusus [Rompp und Schurz,
1972; Schmidbauer und vom Scheidt, 1989; Julien, 1997].

Wahrend im allgemeinen eine orale Aufnahme der Droge selbst oder entsprechender
Zubereitungen  (z.B.  Extrakte) erfolgte, wurden auch andere komplexere
Applikationsvarianten entwickelt. Beispiele hierfir sind die pulmonale Aufnahme von
Cannabis-, Opium- oder Tabakzubereitungen. Bei bestimmten Substanzen - z.B. Kokain,
Cathidin oder Tabak - ist eine buccale Aufnahme beschrieben worden [De Smet, 1985].
Sogenannte ,Hexensalben” wurden kutan angewendet [ROmpp und Schurz, 1972;
Schmidbauer und vom Scheidt, 1989; Julien, 1997].

Als weiterer Applikationsweg hat sich die Aufnahme Uber die Nasenhéhle entwickelt. Von
Gonzales de Oviedo y Valdez, einem Begleiter von Kolumbus, wird beispielsweise 1492 Uber
indianische Kulturen in Kuba folgendes berichtet:

,Die Indianer Uben unter anderen Lastern ein sehr schadliches, das darin besteht, eine Art
Rauch zwecks Betaubung in sich aufzunehmen, den sie Tabaco nennen. Die Kazinken
nehmen hierzu ein gegabeltes Rohr in Form eines Ypsilon, geben die beiden Gabelenden in
die Nasenldcher und das Rohr in ein angeziindetes Kraut. In dieser Weise ziehen sie dann
den entstehenden Rauch ein-, zwei-, drei-, viermal ein, soviel sie eben vertragen kdnnen, bis
sie bewul3tlos werden und wie berauscht auf der Erde hingestreckt in einen schweren und
tiefen Schlaf verfallen.” [enthommen aus Schmidbauer und vom Scheidt, 1989].



Tabelle 1.1.: Auswahl der von verschiedenen Ethnien verwendeten psychoaktiver Substanzen

Gruppe

Bezeichnung

Wirkstoff bzw. Wirkstoffgruppe

Vorkommen bzw. Herstellung

Déampfende Substanzen

nicht selektiv Wein, Bier Ethanol Alkoholische Gérung
Opioide Opium Morphin, Codein Papaver somniferum
Stimulanten
Dopamin-Wiederaufnahmehemmer Kokain Erythroxylon coca
Dopamin freisetzende Wirkstoffe | Khat d-nor-Isoephedrin Catha edulis
Adenosin-Antagonisten Kaffee Koffein Sterculiaceen-Arten
Tee Koffein Hex paraguariensis, Thea sinensis,
Paullinia cupana
Kakao Theobromin
Acetylcholin-Agonisten Tabak Nicotin Nicotinia tabacum, Nicotinia rustica
Muscarin Amanita muscaria
Arecolin Areca catechn Linné

Psychedelische und halluzinogene
Substanzen
anticholinerge Psychedelika

noradrenerge Psychedelika

serotonerge Psechedelika

Cannabinoide

Hexensalben

Yopo, Cohoba, Epena

Ololiuqui

Haschisch, Charas, Bhang, Gamja,
Sinsenilla, Cannabis

Scopolamin, Atropin

Mescalin
Myristicin, Elemicin
Dimethyltryptamin

Psilocybin, Psilocin
Bufotenin

Harmin
A°-Tetrahydrocannabinol

Atropa belladonna, Datura
strmonium, Hyoscyamus niger,
Mandragora officinarium
Lophophora williamsii

Myristica fragrams

Virola callophylloidea, Piptadenia
peregrina

Psilocybe, Panaeolus, Conoybe
Piptadenia peregrina, Krotensekrete
Rivea corymbosa, Iponoea violacea
Pegam harmala

Cannabis sativa var. indica

Bunusjuig ‘T



1. Einleitung 3

In ausfuhrlichen Arbeiten stellt De Smet eine Vielzahl von nasal angewendeten, psychotrop
wirksamen Substanzen in einer Reihe von rituell verwendeten Drogen vor [De Smet, 1985;
De Smet und Rivier, 1985; De Smet und Lipp, 1987]. Beispiele hierfur sind
schwerpunktmafig Halluzinogene (z.B. Yopo, Epéna oder Cohoba), aber auch Tabak (s.
Tab. 1.1.).

Die Nasenhohle (und den restlichen Respirationstrakt) wird ebenfalls im Rahmen der sog.
»+Aromatherapie” als Resorptionsflache genutzt. Diese Therapieform wird wie folgt definiert:

JAromatherapie ist die Anwendung von Duftstoffen zur Heilung, Linderung oder
Verhinderung von Krankheiten, Infektionen oder Unwohlsein lediglich durch Inhalation dieser
Substanzen” [Buchbauer, 1996].

Beachtet man die lange Geschichte der Riechstoffe, so ist ersichtlich, dal3 deren Gebrauch
ursprunglich rituelle und/oder therapeutische Motivationen zugrunde lagen. Fur viele Aromen
wurden bereits in vorchristlicher Zeit horrende Geldbetrage bezahlt, und sie stellten aufgrund
ihres materiellen Wertes ,kénigliche” Gastgeschenke dar.

Es konnte in neuerer Zeit durch Tierversuche gezeigt werden, dal® bei Inhalation von
bestimmten Aromen psychische Effekte zu beobachten sind. Beispielsweise steigert der
Hauptinhaltsstoff von Rosmarin (1,8-Cineol) die lokomotorische Aktivitdt von Mausen in
Abhéngigkeit von der Atemluftkonzentration [Kovar et al., 1987]. Analoge Beobachtungen
konnten mit Aromen aus Wacholder und Latschenkiefer gemacht werden [Ammon, 1989].

Bei Versuchen an gesunden Probanden konnten psychische Wirkungen von Aromen
nachgewiesen werden, die in der Volksmedizin bereits lange bekannt sind und z.B. als
Sedativum (Lavendel) oder als Stimulans (Jasmin) genutzt wurden. In einer Studie an
psychogeriatrischen Patienten konnte durch das Verdunsten von Lavendelaroma im
Schlafraum sowohl die Schlafdauer als auch die Schlafqualitat verbessert werden [Hardy et
al., 1995].

Uber einen sedierenden Effekt hinaus wurde im Tierversuch nachgewiesen, dal3 die
Inhalation von Lavendelaroma zur dosisabhangigen Unterdriickung von durch Pentetrazol,
Nikotin oder Elektroschock induzierten Krampfen an Mausen fuhrt [Yamada et al., 1994]. Im
.,Forced swimming test” an Ratten war eine antidepressive Potenz von Limonenaroma
nachweisbar [Komori et al., 1995].

Ob die gunstigen Einflisse der Aromatherapie durch nasale und/oder pulmonale Aufnahme
in den Organismus und/oder durch psychologische Wirkung und reflektorische
Beeinflussung zustande kommt, ist jedoch bis heute ungeklart [Buchbauer, 1996].

In der naturwissenschaftlich orientierten westlichen Medizin wurde in den 20er Jahren dieses
Jahrhunderts erstmals tber die Mdglichkeit einer nasalen Applikation zur (systemischen)
Therapie berichtet. Es wurden hierbei pulverisierte Hypophysenhinterlappen zur Therapie
des Diabetes insipidus centralis eingesetzt. Erst mehrere Jahrzehnte spéater standen
synthetische Substanzen fiir die Therapie dieser Erkrankung zur Verfligung, die ebenfalls
Uber diesen Weg dem Organismus zugefuhrt werden (z.B. Desmopressin) [Choay und
Choay, 1946; Carter und Shorr, 1947; Fredrikson, 1996].

An diesem Beispiel wird deutlich, fir welche Substanzgruppen der nasale Applikationsweg
hauptsachlich verwendet wird. Durch Umgehung des Gastro-Intestinal-Traktes (GIT) und
des First-pass-Effektes der Leber ist so die Gabe von Peptiden bzw. allgemein von ,High-
clearance-drugs” moglich.
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In Tabelle 1.2. sind Beispiele fur solche Substanzen angegeben, fir die - in der Regel
erfolgreich - Untersuchungen zur nasalen Applikation mit dem Ziel einer Erhéhung der
systemischen Verfugbarkeit durchgefihrt wurden.

Huang gelang es, die Bioverfiuigbarkeit von Indomethacin an Ratten durch Nasalapplikation
signifikant zu erhéhen [Huang et al., 1995]. Da jedoch die nach Verabreichung
nichtsteroidaler Antirheumatika (NSAID’s) zu beobachtenden GIT-Nebenwirkungen im
wesentlichen auf deren systemischen Wirkmechanismus zuriickzufiihren sind (s. Kapitel
3.4.3.), ist dieser Ansatz hier eher fraglich. Im Gegensatz dazu konnte durch die Umgehung
des GIT fur den a-Adrenozeptor-Antagonisten Bromocriptin bei Anwendung als nasale
Zubereitung neben einer Umgehung von First-pass-Mechanismen auch eine deutlich
bessere Vertraglichkeit erreicht werden [Cicinelli et al., 1996].

Tab. 1.2.: Beispiele fur nasal applizierbare Substanzen zur sytemischen Anwendung.
Wirkstoffe | Quelle
Hormone und Releasinghormone
Calcitonin [Reginster et al., 1994; Foti et al.,, 1995; Reginster et al.,
1995; Avioli, 1996; Plosker und Mctavish, 1996; Thamsborg
et al., 1996]
Gonadotropin- [Bergquist et al., 1979]
Releasinghormon (GnRH)
Choriongonadotropin [Mutschler, 1996]
Thyreotropin-Releasinghotmon | [Jorgensen und Bechgaard, 1994]
(TRH)
Somatotropin [Albertssonwikland et al., 1995; Laursen et al., 1996]
Progesteron [Hussain et al., 1981; Cicinelli et al., 1994]
Erythropoietin [Shimoda et al., 1995]
Neuropeptid Y [Lacroix et al., 1996]
Insulin [Dondeti et al., 1995; Merkus et al.,, 1996; Valensi et al.,
1996]
Elcatonin, ATCH [Cremaschi et al., 1991; Cremaschi et al., 1996a;
Cremaschi et al., 1996b]
High-clearance-drugs
Propranolol [Hussain et al., 1979; Ahn et al., 1995]
Verapamil [Yazan et al., 1996]
Nitroglycerin [Hill et al., 1981]

In einigen Fallen konnte auch eine Immunisierung Uber eine nasale Applikation von
Impfstoffen erzielt werden. So gelangen Impfungen gegen Diphtherie und Tetanus beim
Meerschwein [Gizurarson et al., 1996] und gegen Influenza-Viren beim Menschen
[Hashigucci et al., 1996].

Neben der erwiinschten Aufnahme bei Nasalapplikation zur Verbesserung der systemischen
Verfligbarkeit kann es Uber die Atemwege — auch Uber die Nasalschleimhaut - zu einer
Resorption von toxischen Substanzen, z.B. Acrolein, Acetaldehyd oder Chloroform kommen
[Larson et al., 1996; Morris, 1996; Morris, 1997].
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1.2. Wirkstofftransport in das ZNS und Mdglichkeit zur Erhéhung seiner
Selektivitat:

Applikation auf die Nasenschleimhaut: Bei Arzneistoffen mit dem Zielort ZNS wurde in
vielen Fallen eine gute Wirksamkeit bei Nasalapplikation gefunden. Zur Therapie von
Migrane konnte die Wirksamkeit von nasal appliziertem Dihydroergotamin [Humbert et al.,
1996] wie auch von Lidocain [Maizels et al., 1996] gezeigt werden. Zur Narkosevorbereitung
bei Kindern wurde Ketamin auf nasalem Weg erfolgreich eingesetzt [Malinovsky et al.,
1996]. Wallace diskutiert die nasale Anwendung von Benzodiazepinen zur Therapie von
epileptischen Anféllen bei Kindern [Wallace, 1997]. Als neuere Mdglichkeit zur Unterstiitzung
der Raucherentwohnung stehen seit einiger Zeit verschiedene Zubereitungen von Nikotin
zur nasalen Anwendung zur Verfigung [Sutherland et al., 1992; Schneider et al., 1995;
Nightingale, 1996; Schneider et al., 1996; Tonnesen et al., 1996].

Von verschiedenen Autoren wird berichtet, dall die Anwendung von schleimhaut-
abschwellenden Nasentropfen (a-Sympathomimetika; z.B. Phenylephrin) im Falle von
Uberdosierung und/oder chronischem Gebrauch zu toxischen Psychosen fiihren [Snow et
al., 1980; Escobar und Karno, 1982]. Auch sind erhebliche zentralnervése Nebenwirkungen
(Agitiertheit, Schlaflosigkeit, Angstzustande mit Halluzinationen sowie epileptiforme Anfélle)
insbesondere bei Sauglingen und Kleinkindern - auch bei ordnungsgemafRem Gebrauch -
beobachtet worden [Soderman et al., 1984]. In einer toxikologisch ausgerichteten Studie mit
an Kokain gewohnten Probanden konnte dem gegeniber kein Unterschied in der
psychotropen Wirkung zwischen nasal appliziertem Kokain und Lidocain erkannt werden
[Van Dyke et al., 1979]. In einer weiteren Arbeit zur Untersuchung der Pharmakodynamik
von nasal appliziertem Kokain an gesunden Probanden sollte ebenfalls Lidocain als
lokalandsthisch wirksames Plazebo dienen. Im Verlauf der Studie zeigte sich
interessanterweise, dal3 die als ,Plazebo” nasal applizierte Dosis von 0,2 mg/kg KG Lidocain
bei den Versuchspersonen eine starkere psychotrope Wirkung aufwies, als eine
entsprechende Dosis Kokain. Demgegeniber zeigte bei i.v.-Gabe Lidocain keinerlei, Kokain
aber einen starken ZNS-Effekt [Van Dyke et al., 1982].

Erganzt wird dieser Befund durch eine Arbeit von Fischman, der signifikante Unterschiede in
der psychotropen Wirkung zwischen i.v.-Kokainbehandlung einerseits und i.v.-Applikation
von Plazebo bzw. Lidocain feststellen konnte, so daf3 offensichtlich fir das Ausmalfd der
psychotropen Wirkung eine deutliche Abhéngigkeit vom Applikationsweg besteht [Fischman
et al., 1983].

Cholezystokinin wie auch Vasopressin fihren nach nasaler Gabe zu hoéherer Aktivitat in
speziellen EEG-Ableitungen - jeweils im Vergleich zur i.v.-Gabe - [Pietrowsky et al., 1996a;
Pietrowsky et al., 1996b].

Bei tierexperimentellen Untersuchungen konnten weitere Substanzen identifiziert werden,
die nach Applikation auf die Nasalmukosa einen ausgepragten ZNS-Effekt haben. Es konnte
von Seki gezeigt werden, daf} eine gemeinsame nasale Applikation von Zidovudin und
Probenecid zu einer hohen CSF-Konzentration von Zidovudin fuhrt [Seki et al., 1994].
Ahnliche Effekte konnten nach nasaler Gabe von Cephalexin an der Ratte [Sakane et al.,
1991b] beschrieben werden. Am Schaf konnte nach i.n.-Applikation von Morphin-6-
Glucuronid Analgesie [Illum et al., 1996] und an der Ratte nach i.n.-Gabe von Propiomazin
Sedation [Bjerre et al., 1996] beobachtet werden.

Bei toxikologischen Untersuchungen an Ratten konnte von Tjalve nachgewiesen werden,
daR Mangan-(Mn*)-lonen Uber das Riechepithel aufgenommen und Uber sekundare und
tertiare Neurone im ZNS verteilt werden. Im Gegensatz dazu war eine entsprechende
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Verteilung von Cadmium-(Cd*")-lonen nur in Teilen des Bulbus olfactorius zu beobachten
[Tjalve et al., 1996].

Die Besonderheiten der Blut-Hirn-Schranke als Permeationsbarriere: Die Hintergrinde
fur eine Applikation auf die Nasenschleimhaut waren zunéchst die Umgehung des First-
pass-Effektes, der bei peroraler Gabe eine grofRe Rolle spielen kann. Unabhangig davon, ob
nun ein Wirkstoff systemisch oder auch lokal appliziert wird, gehorcht der Transport vom
Blut in das ZNS offensichtlich anderen Gesetzen als der in die peripheren Gewebe. Diese
Sonderstellung ist zunachst vor allem dadurch bedingt, dass die Blutkapillaren im Bereich
des Gehirns im Gegensatz zu anderen Geweben im Normalzustand keine Fenestrierung
aufweisen und somit die die Kapillaren auskleidenden Endothelzellen eine dichte Barriere
darstellen. Seit langem weild man, dass hydrophile Verbindungen (z.B. quartare Substanzen)
in nur sehr geringem Ausmald durch die Blut-Hirn-Schranke permeieren. Eine Beziehung
zwischen physikochemischen Eigenschaften und Lipophilie wird beschrieben, d.h. sehr
hydrophile Substanzen werden nur dann in das ZNS aufgenommen, wenn sie uber aktive
Transportmechanismen die Membranen der Blut-Hirn- bzw. Blut-Liquor-Schranke passieren
konnen [De Lange und Danhof, 2002]. Die Verteilung in spezielle Subkompartimente des
Gehirns ist vor allem dann von Bedeutung, wenn — erwinschte oder auch unerwinschte —
Arzneistoff-Effekte eine bestimmtes Ausmall der Verteilung in das ZNS voraussetzen
[Welch et al., 2002].

Problematik bei Kinetik-Dynamik-Korrelationen und mechanistischen préadiktiven
Berechnungen: Unter klinischen Bedingungen verwendet man oft die vergleichsweise
problemlos zugangliche CSF als Surrogatmatrix, um Arzneistoffkonzentrationen am ,Zielort
Gehirn” zu messen. Allerdings mufd schon aufgrund der vollig verschiedenen
Zusammensetzung der Gewebe bzw. Matrices hier in der Regel weiter differenziert werden.
Man weild heute aul3erdem, dass neben den seit langerer Zeit bekannten aktiven nach innen
gerichteten Transportprozessen (z.B. fur Aminosauren) auch auswarts gerichtete
Transportprozesse von grofRer Bedeutung sind [Tsuji et al., 1992; Eisenblatter und Galla,
2002]. Von besonderem Interesse sind hierbei heute die exsorptiven Transporter vom Typ
des ABC-Transporters 170-P-Glykoprotein. Durch die unterschiedliche Verteilung der
Transporter in den verschiedenen Gewebeteilen ist eine Kompartimentierung bedingt, die zu
komplexen Beziehungen zwischen der Blutkonzentration, der CSF-Konzentration und der
Konzentration in anderen Hirngewebe-Kompartimenten sowie dem Effekt fihren kann [De
Lange und Danhof, 2002].

Die grofRe Relevanz von Transportern in der Blut-Hirn-Schranke macht deutlich, dass der
pradiktive Wert verschiedener Rechenmodelle, die vorwiegend auf der Lipophilie basieren,
eingeschrankt ist [Ooms et al., 2002; Rose et al., 2002].

Eine Verbindung, bei der aufgrund des therapeutischen Einsatzes die CSF-Konzentrationen
von essentieller Bedeutung sind, ist das antispastische Baclofen (s. 2.3.). Hier wurde eine
gute Korrelation zwischen der Dosis und der CSF-Konzentration und ein deutlicher
dosisabhéngiger Effekt bei intrathekaler Gabe gefunden [Muller et al., 1995].

Mikrodialyse wir in Bezug auf die Untersuchung der Korrelation von Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik unter besonderer Berlcksichtigung des Wirkortes allgemein als grol3er
Fortschritt angesehen, der bei in Geweben wirksamen Substanzen erstmals einen Zugang
zu den freien Wirkkonzentrationen bot.

Mit Hilfe von derartigen Mikrodialyseexperimenten konnte in den Untersuchungen von Silva
et al. fur L-Dopa, D-Amphetamin und Kokain im Gehirn eine massive
Konzentrationssteigerung fir Dopamin und verschiedene Metabolite bei nasaler Gabe
beobachtet werden. Im Falle von Kokain waren die gefundenen Dopamin-Konzentrationen
ipsilateral signifikant hoher als auf der kontralateralen Seite, was einen Transport zum
Wirkort Uber den systemischen Kreislauf ausschlie3t [Silva et al., 1997]. In weiteren
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Versuchen an Ratten wurden Hinweise auf die notwendigen Eigenschaften der applizierten
Substanzen gewonnen, wenn durch nasale Applikation eine selektivere Verteilung in das
Gehirn oder den Liquor cerebrospinalis erreicht werden soll. In einer Reihe von
Untersuchungen konnte Sakane die Abhangigkeit der molaren Masse, des
Dissoziationsgrades und der Lipophilie beim direkten Transport von der Nasenhdhle in den
Liquorraum der Ratte studieren. Es zeigte sich hierbei, daf3 das Ausmalfd der Penetration in
die CSF bei der Untersuchung von Dextranen mit steigender molarer Masse abnimmt
[Sakane et al., 1995]. Am Beispiel von Sulfisomidin konnte gezeigt werden, dal3 eine
Absorption und der Transport in die CSF um so vollstandiger verlauft, je hoher der
undissoziierte Anteil des Wirkstoffs lag [Sakane et al., 1991a und 1994].

In vielen Féllen kann sowohl das Ausmald als auch die Geschwindigkeit der nasalen
Aufnahme durch die Anwesenheit von Hilfsstoffen, d.h. durch die galenische Zubereitung
durch Zusatz von Hilfsstoffen verbessert werden. In Ubersichten von verschiedenen Autoren
wird der Einsatz solcher Zusatzstoffe diskutiert [Dondeti et al., 1996; Rajewski und Stella,
1996; Sayani und Chien, 1996; Nakamura et al., 2002]. Eine der meist verwendeten
Hilfsstoffgruppen stellen Cyclodextrine dar, die — aufgrund der unzureichenden Lgslichkeit
der Substanz - auch in der vorliegenden Arbeit bei der Untersuchung von R/S-Baclofen
verwendet wurden (s. Kapitel Experimenteller Teil).

Die Bedeutung des Transportes durch die Blut-Hirn-Schranke in die verschiedenen Bereiche
des Ruckenmarks und Gehirns ist von besonderem Interesse bei ZNS-aktiven
Verbindungen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Substanzen mit sehr
unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften, unterschiedlichem kinetischen
Verhalten und unterschiedlichen Wirkmechanismen ausgewahlt, die in den folgenden
Kapiteln charakterisiert sind.
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2. Beschreibung der untersuchten Wirkstoffe

2.1. Kokain — Verwendung, Wirkungsmechanismen und Kinetik

Kokain wird aus den Blattern des in Bolivien, Peru, aber auch Malaysia heimischen
Kokastrauches Erythroxylum coca gewonnen. Das Kauen von mit Kalk vermischten
Kokablattern ist im Nordosten von Siudamerika bereits seit mehreren tausend Jahren
bekannt. Es ist anzunehmen, daf3 noch bis zur Zeit der Eroberung Perus durch den Spanier
Pizarro zwischen 1531 und 1533 der Genul3 von Kokablattern als rituelle Handlung nur zu
bestimmten Anlassen und/oder nur von ausgewahlten Personlichkeiten der Fuhrungskaste
(Inkas) angewendet wurde. Dem Mythos nach stellt die Kokapflanze ein Geschenk von
Manko Kapak (,Sohn der Sonne”) an die Menschen dar. Die goéttliche Gabe des
Kokastrauches sollte den Hungrigen séattigen, dem Erschopften neue Kréfte bringen und den
Betribten erheitern [Schmidbauer und vom Scheidt, 1989].

Seit den 20er Jahren wurden Europa und die USA mehrfach von Kokainwellen
Uberschwemmt. In Deutschland wird geschétzt, daf3 bis zu 1 Million Menschen mindestens
einmal in ihrem Leben Kokain konsumiert haben, typische Kokainabhangige sind jung (12
bis 39 Jahre), stellen meist Polytoxikomane dar (MiBbrauch von mindestens drei
psychotropen Substanzen), 75% sind mannlich und leiden unter psychischen
Begleitstérungen wie Phobien, Depressionen, paranoiden Psychosen oder Schizophrenien
[Leduc und Mittleman, 1995].

Kokain ist das erste in die Klinik eingeflihrte Lokalandsthetikum. Trotz der Entwicklung einer
Anzahl anderer Lokalanasthetika wird Kokain auch heute noch fur diese Indikation in der
Therapie eingesetzt. Kokain findet Verwendung als Lokalandsthetikum bei Eingriffen am
Auge, Kehlkopf, Nase, Ohr, Rachen oder Kiefer. Die Applikation erfolgt entweder als Lésung
oder Salbe. Zu beachten ist jedoch, dafld auch bei solchen lokalen Anwendungen aufgrund
der guten Resorptionseigenschaften der entsprechenden Schleimhaute schwerwiegende,
durch die Aufnahme in den systemischen Kreislauf bedingte Komplikationen (z.B.
Myocardinfarkt) auftreten kénnen [Moliterno et al., 1994; Ashchi et al., 1995; Aggarwal et al.,
1996].

Kokain intensiviert die synaptischen Wirkungen der Catecholamine Dopamin, Noradrenalin
und Serotonin  durch Hemmung der Wiederaufnahme in die prasynaptischen
Nervenendigungen. Der EinfluR auf das dopaminerge System stellt fur die
verhaltensverstarkenden und psychostimulierenden Eigenschaften die Hauptursache dar. Es
konnte gezeigt werden, daf® durch Dopamin wie auch durch Kokain die Entladungsfrequenz
von Neuronen in der Area tegmentalis ventralis und im Nucleus accumbens vermindert
werden. Es folgt daraus, dal3 diese Inhibition zu einer positiven Verhaltensverstarkung fuhrt
(,Hemmung einer Hemmung”). Neben Dopamin ist auch Serotonin an den psychischen
Wirkungen des Kokains beteiligt. Es war nachweisbar, dal3 ein Mangel an Serotonin die
Wirksamkeit von Kokain steigert.

Als Wirkungen kann nach Kokaingebrauch eine zentrale Stimulation beobachtet werden, die
zu erhodhter Wachheit, Hyperaktivitat, gesteigerter psychischer und physischer Leistung
sowie Belastbarkeit (Verwendung als Dopingmittel im Spitzensport [Rote Liste, 1996]),
erhohtem Selbstvertrauen, Euphorie sowie sexueller Stimulation fuhrt. Diese positiven
Emotionen schlagen innerhalb kurzer Zeit (bei Anwendung von Crack-Zubereitungen
innerhalb von Minuten) in gegenteilige Empfindungen um. Es kommt zu Gefihlen der
Mutlosigkeit, Verzweiflung und Niedergeschlagenheit, die nur durch Zufuhr einer neuen
Dosis Kokain beseitigt werden kénnen. Aus diesem Grund muf3 die Droge im Fall von
Schwerstabhangigen mehrfach stiindlich zugefihrt werden [Mendelson und Mello, 1996].

Als vegetative Reaktionen sind ein Anstieg des Blutdrucks, der Kérpertemperatur, der Herz-
und Atemfrequenz sowie die Entwicklung einer Myadrisis zu beobachten. Im Rauschzustand
kénnen die psychisch aktivierenden Eigenschaften bis zu Halluzinationen fihren, die mit
Angst und Panikreaktionen einhergehen, der Gebrauch von Kokain in der Schwangerschaft
fuhrt zu schweren pranatalen neurologischen Stérungen beim Kind (,jittery baby syndrome”)
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[Elbert und Rockstroh, 1990; Stafford-Clark und Smith, 1991; Stranorossi et al., 1996; Julien,
1997].

Die Applikation von Kokain ist auf vielfaltige Weise maglich. Eine buccale Aufnahme ist
insbesondere beim o.g. Kauen von mit Kalk (Base) vermischten Cocablattern durch
Freisetzung der freien Kokainbase anzunehmen [De Smet, 1985]; eine orale Gabe scheint
fur diesen Wirkstoff den in Bezug auf die Bioverfligbarkeit am schlechtesten geeigneten
Applikationsweg darzustellen, obwohl meRRbare Plasmaspiegel erreicht werden kénnen [Van
Dyke et al., 1978]. Neben einer direkten parenteralen (intravendsen) Gabe ist der schnellste
Wirkungseintritt durch pulmonale Aufnahme der freien Base (Stral3enbezeichnung: ,Crack”,
.free Base”) zu erreichen [lten, 1994; Julien, 1997]. Aufgrund des schnellen
Wirkungseintritts, der niedrigen Kosten der Crack-Zubereitung und dem vermeintlich
saubereren Aufnahmeweg (keine Gefahr einer Hepatitis oder HIV-Infektion) nahm der
KokainmiRbrauch in den letzten 10-15 Jahren stark zu [Haim et al., 1995]. Schlief3lich ist die
weit verbreitete Aufnahme von Kokain auf nasalem Weg zu nennen [Iten, 1994; Julien,
1997].

PET-Untersuchungen mit “C-Kokain wurden zur genaueren Aufklarung des
Verteilungsverhaltens von Kokain durchgefiihrt. Sie zeigten deutlich, dass “C-Kokain ein
geeigneter Radiotracer fir den Dopamin-Transporter (DAT) ist. Neben der hohen DAT-
Affinitat fir Kokain wurde auch eine Besetzung der entsprechenden Bindungsstellen durch
Methylphenidat nachgewiesen [Fowler et al., 2001].

Kokain durchdringt leicht die Blut-Hirn-Schranke und reichert sich schnell im zentralen
Nervensystem (ZNS) an. Nach i.v. Applikation zeigt Kokain einen biexponentiellen
Kurvenverlauf.

In der Leber wird Kokain innerhalb kurzer Zeit (30 bis 90 Minuten) fast vollstandig
metabolisiert [Rofael and Abdel-Rahman, 2002; Sun and Lau, 2001; Lau and Sun, 2002]. Im
Blut zirkulierende Plasmaesterasen sind ebenfalls in der Lage, Kokain abzubauen. Auch die
Hauptmetaboliten zeigen nach i.v.-Gabe der Muttersubstanz einen biexponentiellen
Kurvenverlauf. In Form von biologisch inaktivem Benzoylecgonin und von Norkokain wird ein
Teil der Dosis renal ausgeschieden, auch Ecgonin-Methylester wurde als (Ecgonin-)
Metabolit nachgewiesen [Morishima et al., 2001]. Aufgrund dieses kinetischen Profils und
der Biotransformationswege werden schwere Intoxikationsverlaufe nach einer einmaligen
Applikation von Kokain in therapeutischer oder sogar subtherapeutischer Dosis (Einnahme
von 30 mg) verstandlich. Es handelt sich hierbei um solche Patienten, bei denen bestimmte
Enzymdefekte (Kokain-ldiosynkrasie) vorliegen, die zu einer deutlichen Verlangerung der
Wirkungsdauer, sowie verstarkten Intensitéat der Kokainwirkung fihren [lten, 1994]. Weitere
schwere Komplikationen kénnen auftreten, wenn bei den betroffenen Patienten eine nicht
erkannte Schadigung des Herz-Kreislauf-Systems (z.B. Aneurisma) vorliegt [Riddick, 1994;
Billman, 1995; Davis und Swalwell, 1996]. Ursache fir das Auftreten von cerebralen
Blutungen kann neben einem Blutdruckanstieg auch die Zunahme des cerebralen
Blutflusses in verschiedenen Gehirnbereichen nach Kokainkonsum sein [Mathew et al.,
1996]. Darlber hinaus konnte in Tierstudien gezeigt werden, dal Kokain Spasmen der
Gehirngefalie auslést, die dann ebenfalls zu Sauerstoffmangel im Gehirngewebe fiihren [He
et al., 1994].

Die Therapie eines Kokainmil3brauchs gestaltet sich in der Regel sehr schwierig. Im
Gegensatz zur Methadonsubstitution [Julien, 1997], dem sog. ,Turboentzug” unter
Vollnarkose bei Opiatabhangigkeit [Legarda und Gossop, 1994] oder den flankierenden
medikamentdsen MaRnahmen bei der Alkoholentwdhnung [z.B. Gabe von Antabus”
(Disulfiram), Nemexin” (Naltrexon) oder Campral” (Acamprosat)] ist ein pharmakologisch
unterstitzter Kokainentzug noch nicht mdglich, wenn auch Ansatzpunkte hierzu gefunden
wurden: Bei Kklinischen Untersuchungen wurden z.B. vor allem Antidepressiva (Desipramin,
Lithiumsalze) eingesetzt, wobei jedoch die beobachteten (geringfugigen) gunstigen Effekte
mdglicherweise auf die Therapie einer entsprechend vorhandenen Grunderkrankung
zurtickzufuihren sind [Siegel, 1985; Mendelson und Mello, 1996; Julien, 1997].

Sowohl in offenen wie auch Placebo-kontrollierten Studien zeigte sich ein positiver Effekt
von Bromocriptin auf das ,Craving” (,Suchtdruck”) und die Dysphorie bei der
Kokainentgiftung. Bei gleichzeitigem MiBbrauch von Kokain und Opiaten hat sich die
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Behandlung von Buprenorphin in praklinischen Studien als vorteilhaft erwiesen [Mendelson
und Mello, 1996].

In Zukunft kann méglicherweise eine Antikorper-katalysierte Entgiftung von Kokain mdglich
sein. Ziel des bereits vor einigen Jahren publizierten Konzepts ist die Weiterentwicklung
derartiger Antikorper bis zu einer Art ,Schutzimpfung” gegen Kokaingebrauch [Landry et al.,
1993].

Insgesamt ist jedoch bis heute kein pharmakologisches Verfahren zur Unterstlitzung des
Kokainentzugs etabliert. Lediglich Abstinenz, Rickfallpravention sowie eine Aufklarung der
Ursachen fir eine Kokaineinnahme mit Therapie entsprechender zugrunde liegender
psychischer Stérungen sind gesicherte Behandlungsmethoden.

Aufgrund der hohen Ruckfallquoten stellt jedoch die Pravention der Kokainabhangigkeit den
besten Therapieansatz dar [Siegel, 1985; Stafford-Clark und Smith, 1991; Julien, 1997].

2.2. Tranylcypromin
2.2.1. Charakterisierung affektiver Stérungen (Depressionen), einem wichtigen
Indikationsgebiet flr Tranylcypromin

Affektive Stérungen sind weit verbreitet; etwa 20% aller Menschen leiden im Laufe ihres
Lebens unter einer depressiven Episode. Bei der Halfte der betroffenen Personen wird die
Stérung so schwer, dalR eine Behandlung erforderlich wird. Als Depression werden
psychische Verstimmungen bezeichnet, die fir den Auf3enstehenden nicht nachvollziehbar
sind [Elbert und Rockstroh, 1990Q].

Depressionen sind durch den Verlust des Interesses und/oder der Freude an einem Grol3teil
aller Tatigkeiten und Freizeitbeschaftigungen gekennzeichnet. Es zeigt sich eine
Herabgestimmtheit; die Patienten sind verzweifelt, leiden unter Antriebsmangel, sind
hoffnungs-, appetit- und schlaflos. Sie zeichnen sich durch verlangsamtes Denken,
Konzentrationsschwierigkeiten und Hilflosigkeit aus. Trotz Midigkeit und Abgeschlagenheit
sind Patienten haufig von einer qualenden inneren Unruhe erfaldt, die zu Schlafstérungen
fuhren. AuRert sich eine Depression nicht in psychischen, sondern in physischen
Symptomen wie Kopfschmerz, Herz- oder Oberbauchbeschwerden, spricht man von
Jarvierten Depressionen” [Elbert und Rockstroh, 1990]. Depressionen sind haufig von
Angstzustanden begleitet; ca. 15% aller depressiven Patienten sterben durch suizidale
Handlungen [Julien, 1997]. In einer retrospektiven Untersuchung konnte gezeigt werden,
dalR 70% aller Suizidopfer unter depressiven Stdrungen gelitten haben [Stafford-Clark und
Smith, 1991].

Die Ursachen, die zum Ausbruch einer Depression fuhren, sind bis heute nicht endgtiltig
geklart. Eine wichtige Rolle spielt ein neurochemisches Ungleichgewicht, an dessen
Entstehen die Monoamine Noradrenalin, Serotonin und maoglicherweise Dopamin beteiligt
sind.

Nach der ,Monoaminhypothese” kommt es beim Mangel von spezifischen
Neutrotransmittern (z.B. Noradrenalin oder Serotonin) in bestimmten Hirnarealen zu
depressiven Verstimmungen, bei einem UberschuR zeigen sich dagegen Symptome einer
Manie.

Im Gegensatz zu dieser Hypothese steht jedoch, dafl} sich unter der Therapie die
serotonerge und noradrenerge Neurotransmission innerhalb von Stunden bis Tagen
normalisiert wird, wéahrend sich ein klinischer antidepressiver Effekt erst nach mehreren
Wochen zeigt. Dies spricht daflr, daR die Erhéhung der Neurotransmitterkonzentration im
synaptischen Spalt nur den ersten Schritt einer sich anschlieRenden Reihe von zellularen
Veranderungen darstellt wie Down-Regulation von 3- oder Up-Regulation von o -Rezeptoren

[Elbert und Rockstroh, 1990; Stafford-Clark und Smith, 1991; Mutschler, 1996; Julien, 1997].
Es mul3 jedoch klar festgestellt werden, daf} die Monoaminhypothese nur ein Teil einer
multifaktorellen Genese ist. Bei Ausbruch einer Depression ist das Zusammentreffen von
anlagebedingter Vulnerabilitat, Lernprozessen, kognitiven Schemata,
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verstarkerorientierenden Verhaltensstrategien, Bewadltigung von kritischen
Lebensereignissen und physiologischen Prozessen zu postulieren, die schlie3lich zu einem
MiBverhéltnis zwischen Bewaltigungsanforderungen und Reserven fiihren, welches zu
einem endgultigen Zusammenbruch fihren kann [Elbert und Rockstroh, 1990].

2.2.2. Therapiemdglichkeiten — Einordnung des Tranylcypromin

Zur Therapie von depressiven Storungen sind eine ganze Reihe von antidepressiv
wirksamen Pharmaka in die Therapie eingeflihrt. Antidepressiva lassen sich nach ihrem
Wirkprofil in verschiedene Gruppen einteilen. Nach Kielholz und Pdéldinger werden folgende
Gruppen unterschieden:
¢ Substanzen vom Desipramintyp: Antidepressiv, psychomotorisch  aktivierend,
antriebsteigernd, eher angstférdernd als angstdampfend.
¢ Substanzen vom Imipramintyp: Antidepressiv, neutral bezlglich psychomotorischer
Beeinflussung.
¢ Substanzen vom Amitriptylintyp: Antidepressiv, psychomotorisch hemmend, angst-
dampfend.
Die Wirkmechanismen der Antidepressiva sind noch nicht bis ins letzte Detail geklart, jedoch
kann durch zahlreiche Befunde der Einflul? auf die Neurotransmitter-Rezeptor-Interaktion
gezeigt werden (s.0. ,Monoaminhypothese”). Es konnte nachgewiesen werden, dal3 die
meisten antidepressiv wirksamen Stoffe die Wiederaufnahme von Noradrenalin und/oder
Serotonin aus dem synaptischen Spalt hemmen. Der EinfluB von verschiedenen
Antidepressiva auf verschiedene Neurotransmittersysteme ist unterschiedlich ausgepragt, so
daR friher eine Reuptake-Hemmung von Noradrenalin mit einer Antriebssteigerung und die
entsprechende Wiederaufnahmehemmung von Serotonin mit einer Stimmungsaufhellung
verbunden wurde. Diese Vorstellung wird jedoch durch neuere Substanzen (z.B. Mianserin),
die trotz guter klinischer Wirksamkeit den Reuptake von Monoaminen nicht unterdriicken, in
Frage gestellt [Mutschler, 1996].
Im Gegensatz hierzu kommt es bei der Anwendung von MAO-Hemmern zu einer mehr oder
weniger selektiven, irreversiblen bzw. reversiblen Hemmung der MAO-Subtypen, die - neben
der Catecholamin-o-Methyl-Transferase (COMT) - durch oxidative Desaminierung
Catecholamine inaktivieren. Nach Hemmung der MAO steigt die Konzentration der
entsprechenden Monoamine im ZNS an [Ravindranath und Boyd, 1995; Julien, 1997].

2.2.3. Pharmakologie und Toxikologie des Tranylcypromin (TCP)

Bei TCP handelt es sich um einen nichtselektiven, irreversiblen Hemmer beider MAO-
Subtypen. Die Substanzgruppe der MAO-Hemmer stellte Anfang der 50er Jahre die ersten
in die Therapie von Depressionen eingeflihrten Pharmaka dar. Es zeigte sich bereits nach
kurzer Zeit, dal3 schwere, u. U. sogar tédliche Nebenwirkungen bei Anwendung dieser
Substanz auftreten kdnnen [Chatterjee und Tosyali, 1995; Munjack und Adler, 1996]. Durch
die irreversible und unspezifische Hemmung beider MAO-Subtypen, kann es durch
Interaktion mit anderen Wirkstoffen (Sympathomimetika) oder tyraminhaltigen
Nahrungsmitteln (Kase, Rotwein, Leber) zu hypertonen Krisen kommen, da diese
Substanzen als MAO-B-Substrate nicht mehr rasch genug metabolisiert werden kénnen und
so im Organismus kummulieren. Aus diesem Grund wurde TCP lange Zeit als ein sehr
risikoreicher Wirkstoff angesehen [Berlin und Lecrubier, 1996].
Tranylcypromin erlebt jedoch heute aus mehreren Griinden ein ,,Come-back” [Julien, 1997]:
¢ Wenn entsprechende Diatvorschriften eingehalten werden, verursachen irreversible
MAO-Hemmer weniger Nebenwirkungen als trizyklische Antidepressiva (TCA).
¢ Gerade Patienten, die auf die Behandlung mit TCA’s oder selektive Serotonin
Wiederaufnahmehemmer (SSRI) nicht oder nur schlecht angesprochen haben, lassen
sich mit MAO-Hemmern gut behandeln [Joffe, 1997].
¢+ MAO-Hemmer zeigen bei sog. ,atypischen” Depressionen mit verlangerter Schlafdauer,
Appetit- und Gewichtszunahme eine bessere Wirkung als TCA’s.
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Zur Behandlung von depressiven Storungen wird Tranylcypromin (Parnate®) in einer
Dosierung von 5 bis 60 mg/Tag eingesetzt. Die Plasmahalbwertszeit (pharmakokinetische
Halbwertszeit) ist mit 2 Stunden sehr kurz (keine Gefahr einer Kumulation), jedoch gentigen
meist jeweils 5 mg morgens und mittags, um eine ausreichende Wirkung zu erreichen.
AulRer zur Therapie von Depressionen wurde TCP auch erfolgreich zur Behandlung der
Narkolepsie eingesetzt. [Gernaat et al., 1995].

Wie in Abbildung 3.1. gezeigt, ist eine direkte Korrelation zwischen der Plasmakonzentration
und dem Ausmald der Wirksamkeit nicht méglich [Mallinger et al., 1990; Mallinger und Smith,
1991; Julien, 1997]. Dies ist dadurch bedingt, daR TCP nach Resorption in einen aktiven
Metaboliten umgewandelt wird, der irreversibel an beide MAO-Subtypen bindet (,suicide-
inhibitor”). Dementsprechend betragt die pharmakodynamische Halbwertszeit mehrere
Tage, d.h. bis eine Neusynthese der MAO erfolgt ist [Paech et al., 1980; Penning, 1983;
Silverman, 1983; Fagervall und Ross, 1986].

Tranylcypromin-Plasmakonzentration [nmol/l]

600 -
500 -
400 -
300 -
200 H

100 A
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40
20

Zeit [Tage]

Abb. 3.1.: Tranylcypromin-Plasmaspiegel (3x10 mg/Tag) im Vergleich zur MAO-Aktivitat
[entnommen aus Julien, 1997].

Nur nicht metabolisiertes TCP wird nach hepatischer Metabolisierung ausgeschieden.
Insgesamt erscheinen 71% der Dosis im Urin, jedoch nur ca. 5% als unverénderte
Muttersubstanz. Als einer der Hauptmetabolite wird das 4-Hydroxy-TCP angesehen. Ob
TCP in-vivo zu Amphetamin umgebaut werden kann, ist nach wie vor strittig und nicht
eindeutig geklart [Baker und Coutts, 1989]. Die meisten neueren Arbeiten deuten allerdings
auf ein Nichtvorhandensein dieses Biotransformationsweges hin [Baker et al., 1999; Sherry
et al., 2000].

Im Gegensatz zur antidepressiven Wirkung, sind kardiovaskulare Nebenwirkungen wie z.B.
Blutdruck- und Herzfrequenzsteigerung des TCP mit der Plasmakonzentration korrelierbar
[Mallinger et al., 1986].

Der Wirkungseintritt ist bedingt durch den Wirkmechanismus verzdgert; erst am siebten Tag
einer Dauertherapie mit 3x10 mg TCP/Tag zeigt sich eine 70%ige Hemmung der MAO-
Aktivitat (s. Abb. 3.1.).

TCP ist als Razemat im Handel, wobei das (+)-Enantiomer (1S,2R) eine starkere
Hemmwirkung auf die MAO-Subtypen besitzt, wahrend das (-)-Enantiomer (1R,2S)
uberwiegend den Reuptake von Catecholaminen aus dem synaptischen Spalt hemmt
[Fuentes et al., 1975; Reynolds et al., 1980; Hampson et al., 1986; Tuomisto und Smith,
1986; Coutts und Baker, 1989]. Neben der unterschiedlichen Pharmakodynamik der beiden
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TCP-Enantiomere werden auch Unterschiede in der Pharmakokinetik beobachtet. So liegen
nach oraler Gabe beim Menschen die Konzentrationen des (-)-TCP im Blut Uber den
entsprechenden Konzentrationen des (+)-Isomers. [Spahn-Langguth et al., 1992; Weber-
Grandke et al., 1993; Fachinformation Jatrosom” N, 1994].

TCP wird in neuerer Zeit haufig als Biotransformationsinhibitor beim Screening der Rolle von
CYP-Isoformen (CYP 2C19) im Metabolismus von Arzneistoffen eingesetzt [Liu et al., 2000].
Allerdings zeigen unverdffentlichte Ergebnisse (Andersson, AstraZeneca Mdlndal), dass es
sich bei dieser Hemmung nicht (nur) um einen kompetitiven Mechanismus handelt, es findet
auch eine — enantioselektive — anscheinend kovalente Bindung an das Enzym statt. Die
Umsatzraten von den TCP-Enantiomeren selbst an CYP-lIsoenzymen sind bislang nicht
bekannt.

Das diastereomere cis-Enantiomerenpaar des Tranylcypromins besitzt keine biologische
Aktivitat und wird daher nicht als Pharmakon eingesetzt. Als Nebenwirkungen von TCP
treten negative Einflusse auf die Blutdruckregulation auf (Hypo- bzw. Hypertonie),
Herzrhythmusstorungen, weiterhin  kann es zu Schlafstorungen, Ubelkeit und
Kopfschmerzen kommen. In seltenen Fallen zeigten sich Halluzinationen und zerebrale
Krampfanfalle. Wie bei Anwendung aller Antidepressiva ist bei Wiedereinsetzen der
EntschluRfahigkeit die Gefahr von Suizidversuchen gegeben [Rote Liste, 1996;
Fachinformation Jatrosom™ N, 1994].

Wegen der irreversiblen MAO-Blockade, deren Aktivitat auch Gber die akute Anwendung von
TCP hinaus reduziert ist, missen vor chirurgischen Eingriffen mit Allgemeinanéasthesie oder
Umstellung auf andere Pharmaka ausreichend lange Wartezeiten (fir die Neusynthese der
MAO) eingehalten werden.

2.2.4. Physikochemische und kinetische Eigenschaften - Chiralitat

Bei Tranylcypromin und dem nachfolgend beschriebenen Baclofen handelt es sich um
Verbindungen, die ein (Baclofen) oder zwei (TCP) stereogene Zentren im Molekil enthalten.
Daher existieren fur diese Verbindungen verschiedene Stereoisomere (Enantiomere,
Diastereomere).

Beim TCP ergeben sich fir dieselbe Konstitutionsformel insgesamt vier verschiedene
Stereoisomere: jeweils fir cis- sowie die trans-Konfiguration am Cyclopropylring ein
Enantiomerenpaar. Beim TCP handelt es sich um das Enantiomerenpaar mit der trans-
Konfiguration am Cyclopropylring.

Eine der auffallendsten Eigenschaften von Enantiomeren ist ihre optische Aktivitat, d.h. die
beiden Enantiomere einer chiralen Verbindung drehen die Schwingungsebene des linear
polarisierten Lichtes um den gleichen Betrag, jedoch in die entgegengesetzte Richtung.
Ebenso zeigt sich unterschiedliches Verhalten bei Reaktionen in chiraler Umgebung, bei
denen immer diastereomere Ubergangszustande durchlaufen werden (die nur zuféllig
gleiche Energien aufweisen), woraus unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten
resultieren konnen. Da die makromolekularen Reaktionspartner von Pharmaka (Enzyme,
Rezeptormolekiile) selbst chiral sind, stellen diese Molekile eine entsprechende chirale
Umgebung dar, die Zu unterschiedlichen pharmakokinetischen und/oder
pharmakodynamischen Eigenschaften der Enantiomere eines razemischen Wirkstoffes
fuhren. Aus diesem Grund wird verstandlich, dal3 unterschiedliche biologische Aktivitaten
von Enantiomeren dann haufig zu beobachten sind, wenn das Chiralitdtszentrum in der fur
die Bindung an den Rezeptor relevanten Region lokalisiert ist. Es werden Eutomer und
Distomer unterschieden, wobei das starker wirksame bzw. weniger Nebenwirkungen
verursachende Enantiomer als das Eutomer und das schwéacher bzw. nicht wirksame
Enantiomer als Distomer bezeichnet wird. Wie bereits beschrieben besitzen die beiden
Enantiomere des TCP verschiedene pharmakodynamische Eigenschaften. Welche der
beiden Wirkmechanismen (MAO-Hemmung oder Monoaminwiederaufnahme-Hemmung) die
antidepressive Wirkung tragt oder ob ein pharmakodynamischer Synergismus vorliegt,
wurde nicht aufgeklart [Snyder, 1974].

Aufgrund dieser moglichen Unterschiede in Pharmakokinetik und -dynamik von
Enantiomeren einer Substanz sollten bei bioanalytischen Untersuchungen nach Applikation
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von Enantiomerengemischen enantioselektive Analysenverfahren eingesetzt werden. Bereits
1984 wurde es von Ariens als ,sophisticated nonsense” bezeichnet, wenn solche Analysen
mit achiralen Methoden erfolgten [Ariens, 1984]. Da - wie oben beschrieben - Enantiomere
im achiralen Milieu Gber die gleichen physikalischen Eigenschaften verfigen, kdnnen diese
zur Trennung in diastereomere Derivate oder Komplexe Uberfihrt werden, die
unterschiedliche physikalische Charakteristika aufweisen. Diese Diastereomerenbildung
kann (Uber reversible (Komplexbildung) oder kovalente (irreversible) Bindungen
(Derivatisierung) erfolgen. Grundsatzlich werden zwei Moglichkeiten unterschieden:

a) Direkte Enantiomerentrennung:

Hierbei wird der Analyt direkt auf ein achirales analytisches System aufgegeben. Das
analytische System kann durch den Zusatz von chiralen Additiven zur mobilen Phase
(chirale Eluenten; CE) bei Verwendung einer achiralen stationdren Phase oder durch den
Einsatz einer chiralen stationaren Phase (CSP) mit achiraler mobiler Phase chiral werden.
Bei beiden Verfahren der direkten Enantiomerentrennung kommt es zwischen den
Analytenmolekilen und dem chiralen System zur Bildung von temporéren diastereomeren
Komplexen, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Stabilitat bei der Elution verschiedene
Retentionszeiten ergeben. Ubersichten zu CE und CSP’s wurden von verschiedenen
Autoren publiziert [z.B. Déppen et al., 1986; Testa, 1986; Pirkle und Murray, 1993;
Subert, 1994].

b) Indirekte Enantiomerentrennung:
Bei indirekten Verfahren zur Enantiomerentrennung wird der chirale Analyt mit einem
enantiomerenreinen Reagenz zur Reaktion gebracht. Durch Ausbildung von meist
kovalenten Bindungen entsteht ein Paar von Diastereomeren, die dann Uber
unterschiedliche  physikochemische Eigenschaften verflgen. Aufgrund dieser
Unterschiede ist anschlieRend eine Trennung der Diastereomeren mit Hilfe eines
achiralen chromatographischen Systems mdglich [BUschges et al., 1997].

Indirekte Methoden werden besonders bei Untersuchungen von biologischen Proben
eingesetzt, da durch die Wahl des Derivatisierungsreagenzes die UV-Absorption erh6ht oder
fluoreszierende Gruppen in den Analyten eingefihrt werden kénnen, woraus sich zuséatzlich
eine verbesserte Abtrennung storender Begleitkomponenten und/oder eine verbesserte
Nachweisbarkeit ergibt.

Um mit einem gewinschten Reagenz umgesetzt werden zu kdnnen, missen im Analyten
entsprechende funktionelle Gruppen vorhanden sein. Dariiber hinaus mufd die optische
Reinheit des verwendeten Reagenzes hoch und bekannt sein, um exakte Aussagen zum
Enantiomerenverhéltnis des Analyten geben zu konnen. Dabei muf3 ausgeschlossen
werden, dald es aufgrund der bei der Derivatisierung durchlaufenden diastereomeren
Ubergangszustande zu einer unvollstandigen oder verlangsamten Reaktion eines
Enantiomeren des Analyten kommt, oder dald im Verlauf der Reaktion eine Razemisierung
eintritt. Anforderungen an die Eigenschaften, Synthese und Anwendung von chiralen
Derivatisierungsreagenzein (CDA’s) sind z.B. von Dyas [1992], Blschges et al. [1997] sowie
Gorog und Gazdag [1994] zusammengefasst werden.

2.3. Baclofen
2.3.1. Pathophysiologie und Therapiemdéglichkeiten spastischer Bewegungs-
stérungen — Die Rolle von Baclofen

Zu einer spastischen Lahmung kommt es, wenn Anteile des Tractus corticospinalis in ihrem
Verlauf geschadigt sind. Die Lasion kann im Gehirn selbst oder im Rickenmark liegen.
Mogliche Orte der Lasion kdnnen die Zellkorper im Gyrus praecentralis, absteigende Fasern
in der Capsula interna, im Hirnstamm oder im Rickenmark sein. Am haufigsten liegen die
Schadigungen innerhalb einer Hemisphére vor der Pyramidenkreuzung. In diesem Fall
kommt es zu typischen Ausféllen auf der kontralateralen Korperseite; befindet sich die
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Schadigung weiter distal, treten die Symptome ipslateral auf [Liebman, 1993; Ochs und
Reimann, 1995].

Bei der spastischen Lahmung ist davon auszugehen, dal3 die zweiten motorischen Neurone
und damit auch die Reflexbtgen intakt sind, Reflexe also ablaufen kénnen. Es fehlen jedoch
die hemmenden Einflisse der von der Area 4 ausgehenden Fasern der ersten motorischen
Neurone. Es folgen hieraus gesteigerte phasische und tonische Reflexe und damit ein
gesteigerter Muskeltonus (Eigenreflexe), Fremdreflexe der unteren Extremitaten
(polysynaptische Reflexe) sind enthemmt, woraus spontane, schmerzhafte Spasmen
resultieren [Liebman, 1993; Ochs und Reimann, 1995].

Typisch fur eine spastische Bewegungsstorung ist das ,, Taschenmesserphdnomen”, bei dem
der Dehnungswiderstand eines Muskels bei passiver Dehnung zunéachst ansteigt, um dann
bei weiterer Dehnung plétzlich zu verschwinden. Als fakultativ auftretende Defizitsymptome
zeigen sich Paresen, Stdrungen in der Feinmotorik und der Verlust von kutanen
Schutzreflexen [Mumenthaler, 1990; Schenck, 1992; Liebman, 1993; Ochs und Reimann,
1995].

Ursachlich fur die Entwicklung einer Spastik kdnnen neben Traumen, Sauerstoffmangel
(z.B. Ertrinkungsunfalle) und cerebrovaskularen Unfallen (Apoplektischer Insult) auch
entzindliche oder degenerative Prozesse, sowie eine hereditdre Belastung sein [Ochs und
Reimann, 1995; Odwyer et al., 1996; O Brien et al., 1996].

Als Therapie fur die Behandlung einer Spastik sollte zunachst eine optimale
krankengymnastische und physikalische Therapie erfolgen, die auch bei einer notwendig
werdenden pharmakologischen Intervention weitergefiihrt werden muf3 [Siegentaler, 1987;
Ochs und Reimann, 1995].

Die pharmakologische Therapie stutzt sich auf solche Substanzen, die spinal, supraspinal
oder peripher an der neuromuskularen Ubertragung angreifen konnen. Als mogliche
Wirkstoffe kommen Benzodiazepine, Tizanidin, Memantin, Baclofen oder das peripher
wirksame Dantrolen in Frage [Siegentaler, 1987; Ochs und Reimann, 1995; Mutschler, 1996;
Pranzatelli, 1996].

Bei Versagen der oralen Therapie kdnnen Baclofen und/oder Morphin mittels automatischer
Dosierpumpen auch direkt in den Liguorraum injiziert werden [Ochs und Reimann, 1995].
Erst bei Versagen dieser Therapiemdglichkeiten sollten - als ultima ratio - chirurgische
Mafnahmen durchgefiihrt werden. Hierbei werden bei einen mikrochirurgischen Eingriff die
motorischen Faszikel in der Nervenwurzel aufgesucht und selektiv durchtrennt [Siegentaler,
1987; Ochs und Reimann, 1995].

Sind von der spastischen Lahmung definiert umschriebene Muskelpartien betroffen, kann
dartber hinaus auch an eine Therapie mit Botulinustoxin gedacht werden [Burbaud et al.,
1996; Mutschler, 1996; Simpson et al., 1996].

2.3.2 Pharmakologische Eigenschaften des Baclofen

Baclofen befindet sich seit mehr als 25 Jahren als antispastischer Wirkstoff im klinischen
Einsatz. Als Agonist an GABAg-Rezeptoren stimuliert Baclofen Rezeptoren, die sowohl pra-
wie auch postsynaptisch lokalisiert sind [Dunlap, 1981; Hill und Bowery, 1981; Lalley, 1983].
Die relaxierende Wirkung ist auf einer vorwiegend spinal ansetzenden Verstarkung der
prasynaptischen Hemmung zurtckzufiihren, woraus sich eine Dampfung der mono- und
polysynaptischen ReflexUbertragung ergibt. Hieraus folgt eine Reduktion des spastischen
Muskeltonus und eine Abnahme von Schweregrad und Frequenz der Flexoren- und
Extensorenspasmen [Ochs und Reimann, 1995].

Als unerwinschte Nebenwirkungen von oral appliziertem Baclofen zeigen sich die in Tabelle
3.1. dargestellten Symptome. Einen Schwerpunkt nehmen zentrale Nebenwirkungen,
insbesondere solche mit dampfenden Auswirkungen ein.

Nach Absetzen einer Baclofen-Dauertherapie kann es zu psychischen Stérungen wie
Verwirrtheit, Agitiertheit und Halluzinationen oder auch generalisierten Krampfanféllen
kommen. Aus diesem Grund ist ein ausschleichendes Absetzen notwendig.
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Da in hoher (toxischer) Dosis Euphorie und Halluzinationen beobachtet werden, besteht fur
Baclofen ein Missbrauchspotential. So wurde Baclofen in den 70er Jahren mi3brauchlich als
Psychodysleptikum eingesetzt [Hulinder und Ostman, 1987].

Bei intrathekaler Anwendung werden bei kontinuierlicher Infusion 50 bis 1200 ug/Tag
appliziert, wobei eine sorgfaltige Einstellung des Patienten unter Bereithaltung von
intensivmedizinischer Ausstattung notwendig ist, um bei auftretenden Komplikationen (z.B.
Atemdepression) unmittelbar eingreifen zu kénnen [Ochs und Reimann, 1995; Dressnhandt et
al., 1996].

Tab. 3.1.: Nebenwirkungen von Baclofen bei oraler Gabe.

zentrales Nervensystem Sedation, Schwindel, Parasthesien, Akkomodationsstérungen,
(ZNS) Muskelschwéche, Atemdepression, Nystagmus,
Desorientierung, Konzentrationsstérung, Vergellichkeit,
Verwirrtheit, Angst, Depression, Dysphorie, Euphorie,
Halluzinationen, Paranoya, Agitiertheit, lokale oder
generalisierte Krampfanfalle bis hin zum Status epilepticus

Herz-Kreislauf Hypotonie
Magen-Darmtrakt (GIT) Nausea, Erbrechen, Mundtrockenheit, Obstipation, Diarrhoe
Harnwege und Harninkontinenz, Blasentragheit, sexuelle Stérungen

Geschlechtsorgane

AuBer den in Tabelle 3.1. angegebenen Nebenwirkungen kann es bei dieser
Applikationsform zu weiteren Komplikationen kommen. Neben Infektionen der
Pumpentasche kann sich eine Meningitis entwickeln. Weiterhin sind Liquorleckagen und
Fehldosierungen bekannt. Uberdosierungen konnen zu lebensbedrohlichen Komplikationen
wie Koma und Ateminsuffizienz fihren [Ochs und Reimann, 1995; Dressnandt et al., 1996].
Weitere Einsatzmdglichkeiten fir Baclofen sind in Tabelle 3.2. angegeben.

Tab. 3.2.: Weitere Einsatzmdéglichkeiten fir Baclofen

Indikation Quelle
Trigeminusneuralgien [Zakrzewska und Patsalos, 1992; Cheshire, 1997]
Analgesie [Fromm, 1994]
chronischer Schluckauf [Guelaud et al., 1995; Johnson und Kriel, 1996]
Unverricht-Lundborg-Krankheit [Awaad und Fish, 1995]
Stiff man syndrom [Mumenthaler, 1990; Seitz et al., 1995;
Silbert et al., 1995]
Infektion mit Clostridium tetani [Muller et al., 1986; Miller et al., 1987]
Typ-1 Diabetes mellitus” [Beales et al., 1995]
zerebrale Ischamie” [Lal et al., 1995].
Asthma bronchiale, Husten, [Malcangio und Bowery, 1995]
Blasenfunktionsstorungen®

' Noch im experimentellen Stadium

Baclofen weist am dritten Kohlenstoffatom der Kohlenstoffkette ein Chiralitatszentrum auf.
Bei enantioselektiven pharmakodynamischen  Untersuchungen konnte deutliche
Unterschiede in den pharmakodynamischen Eigenschaften der beiden Enantiomere
nachgewiesen werden. In der Literatur sind eine Vielzahl von Arbeiten vorhanden, in denen
Untersuchungen zur Pharmakodynamik der Baclofenenantiomere durchgefihrt wurden. Im
folgenden sind Beispiele hierfur beschrieben:

Es konnte in diesen Arbeiten nachgewiesen werden, dal} das (-)-Baclofen (Eutomer) tber
eine - je nach verwendetem Modell - bis zu tausendfach héhere biologische Aktivitat verfligt
als das entsprechende (+)-Enantiomer (Distomer) [Olpe et al., 1978; Bowery et al., 1980; Hill
und Bowery, 1981; Henry, 1982; Terrence et al., 1983; Sawynok und Dickson, 1984; Riesz
und Erdo, 1985; Fromm und Terrence, 1987; Pittaluga et al., 1987; Maurin, 1988; Schworer
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et al.,, 1989; Baumann et al., 1990; Giralt et al., 1990; Bonanno et al., 1991; Hong und
Henry, 1991a; Hong und Henry, 1991b; Hong und Henry, 1992; Wu und Dun, 1992].

In Arbeiten von anderen Autoren wird eine Korrelation des eutomeren links-drehenden
Enantiomers mit der absoluten Konfiguration R nach CIP festgestellt [Smith, 1984; Falch et
al., 1986; Herdeis und Hubmann, 1992; Schoenfelder et al., 1993; Ibuka et al., 1995].

Diese Korrelation zwischen der absoluten Konfiguration R und dem Drehsinn (-) [bzw.
umgekehrt beim anderen Enantiomer] sowie die Feststellung von z.B. den Autoren
Mandema oder Padres, daf3 es sich beim R-Baclofen um das Eutomer handelt, wurde
offensichtlich nie direkt experimentell nachgewiesen.

In einer Arbeit von Chang [Chang et al., 1982] wird anhand der Réntgenstrukturanalyse von
razemischen Baclofen und dem Vergleich der hieraus erhaltenen Struktur mit
entsprechenden Strukturvorschlagen fir GABA geschlossen, dal nur das R-Baclofen nicht
jedoch S-Baclofen mit GABA vergleichbare Strukturelemente besitzt. Dementsprechend wird
von Chang postuliert, dal3 es sich beim R-Baclofen um das Eutomer und beim S-Baclofen
um das Distomer handeln muf3. Experimentelle Untersuchungen zur biologischen Aktivitat
oder eine Korrelation zwischen der absoluten Konfiguration und dem Drehsinn wurden von
Chang nicht durchgeftnhrt.

Von Witczuk stammt eine Arbeit, in der neben der unterschiedlichen Pharmakodynamik der
Baclofenenantiomeren auch die Zuordnung von Drehsinn und absoluter Konfiguration
untersucht wurden [Witczuk et al.,, 1980]. Die Zuordnung des Drehsinns der
Baclofenenantiomere gelang in dieser Arbeit mit Hilfe der Bestimmung des Cotton-Effekts
und der zugehoérigen ORD- und CD-Kurven. Als Ergebnis wird von Witczuk eine umgekehrte
Zuordnung R-(+)- bzw. S-(-)-Baclofen angegeben.

Es zeigt sich ein Konsens zwischen den Autoren Chang und Witczuk, die beide fur das
Eutomer eine absolute R-Konfiguration ermittelt haben. Der Befund von Witczuk steht
jedoch im Gegensatz zu allen oben zitierten Arbeiten, in denen festgestellt wird, dal3 es sich
beim linksdrehenden Enantiomer um das Eutomer handelt.

In der Literatur konnte nur eine weitere Arbeit gefunden werden, in der analoge
Beobachtungen gemacht werden konnten. DeSousa konnte bei Untersuchungen an Ratten
nachweisen, dall R-(+)-Baclofen einen starkeren Effekt auf das Gedachtnis und
Lernverhalten zeigt, als das S-(-)-Baclofen [DeSousa et al., 1994].

Eine endgultige Klarung dieser Korrelation ware durch Untersuchungen von Baclofen-
Einkristallen mittels anormaler Rontgenbeugung mdéglich.

Trotz der unterschiedlichen pharmkodynamischen Eigenschaften der Baclofenenantiomere
befindet sich Baclofen als Razemat im Einsatz, obwohl mittlerweile mehrere enantioselektive
Syntheseverfahren fiir Baclofen publiziert wurden [Herdeis und Hubmann, 1992;
Schoenfelder et al., 1993; Ibuka et al., 1995; Yoshifuji und Kaname, 1995; Eriksson et al.,
1996; Langlois et al., 1996; Mazzini et al., 1997]. Ein therapeutischer Einsatz des Eutomers
erfolgt moglicherweise aufgrund des langwierigen Zulassungsverfahrens unter Erwégung
des Kosten-Nutzen-Verhaltnisses nicht [De Camp, 1989; De Camp, 1993].

Bei klinisch-pharmakokinetischen Studien wurden nur geringfligige Unterschiede zwischen
den Baclofen-Enantiomeren gefunden. Auch bei Rattenstudien ergaben sich — wie beim
Menschen — nur bei der renalen Clearance initial signifikante Unterschiede [Spahn-Langguth
et al., im Druck]. Konzentrationen von Baclofen im ZNS sind nach systemischer Applikation
sehr niedrig, was die intrathekale Gabe erforderlich macht, obwohl man davon ausgeht,
dass Baclofen Substrat fir Aminosaure-Transporter ist, die auch in der Blut-Hirn-Schranke
zu finden sind [Deguchi et al., 1996; Cruaud et al., 1999; Zed et al., 2000].
Modeluntersuchungen zur Resorption nach peroraler Gabe wurden in vitro und in vivo
durchgefuhrt. Bei peroraler Gabe wurde in verschiedenen Studien eine aktive Aufnahme
Uber Aminosaure-Transporter nachgewiesen [Balerio und Rubio, 1996; Moll-Navarro et al.,
1996; Cercos-Fortea et al., 1995].
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2.4. Indometacin
2.4.1. Indometacin bei Demenz - Demenzielle Syndrome

Unter demenziellen Syndromen versteht man eine erworbene, globale Schadigung von

héheren zerebralen Funktionen, die beim wachen Patienten zu beobachten sind. Demenzen

zeichnen sich durch eine ausgepragte, irreversibel verlaufende Progredienz aus. Bei den

beiden Hauptformen handelt es sich um die Alzheimer'sche ,senile” Demenz (Demenz vom

Alzheimertyp; DAT) und die zerebrovaskulare Demenz.

Wahrend vor dem 60sten Lebensjahr Demenzen relativ selten auftreten (Ausnahme bei

Patienten mit Down-Syndrom [Nelson et al., 1995; Johannsen et al., 1996; Zigman et al.,

1996; Visser et al.,, 1997]) leiden bereits 10% aller 65jahrigen unter einer demenziellen

Stérung, wobei mit weiter steigendem Lebensalter die Wahrscheinlichkeit an einem

demenziellen Syndrom zu erkranken, weiter zunimmt [Stafford-Clark und Smith, 1991].

Als klinische Symptome zeigen sich hierbei:

¢ EinbuBen der Intelligenz (Frischgedachtnis). Es kommt zu Stdérungen der
Aufmerksamkeit, der Konzentrationsfahigkeit und Urteilskraft. Hieraus resultieren
Desinteresse, Apathie und 6rtliche wie zeitliche Desorientiertheit.

¢ EinbulRen in der emotionalen Integrationsfahigkeit wie emotionale Labilitat, die mit Angst
oder Depressionen verknUpft sein kann. Es resultieren hypochondrische, querulatorische
und argwohnische Verhaltensweisen, die zu einer zunehmenden Isolation flhren.

¢ Entgleisungen im Verhalten: Es zeigt sich schamloses bzw. unangemessenes Verhalten,
wie rude sexuelle Anndherungsversuche, Masturbieren oder Urinieren in der
Offentlichkeit.

¢ Personlichkeitsveranderungen und Auswirkungen sozialer Faktoren: Verbleibende Krafte
der Personlichkeit versuchen Desintegration und psychisches Chaos abzuwehren. Dabei
treten Charakterzlige zum Vorschein, die lange Zeit kontrolliert bzw. unterdrtickt waren.

Der Krankheitsverlauf ist variabel und kann zwischen 5 und 15 Jahre andauern.

Bei der postmortalen Untersuchung der Gehirne von DAT-Patienten kann eine allgemeine
Hirnatrophie nachgewiesen werden, die vor allem den Frontal- und Okzipitalbereich betrifft.
Histologisch  fallen intrazellulare  Faserbindel  (Neurofibrillenbindel) auf, die
hyperphosphoryliertes Tau-Protein enthalten. Es werden auRerdem Plaques und Fibrillen
gefunden, die aus einem Amyloid der Molmasse von ca. 4000 Da (-A4-Protein) bestehen.
Dieses wird aus einem Vorlauferprotein, dem Amyloid-Precursor-Protein (APP), gebildet
[Elbert und Rockstroh, 1990; Mutschler, 1996].

Neuropathohistologisch werden sechs Schweregrade der DAT unterschieden. Die
Schweregrade | und Il sind nur histologisch nachweisbar, im Stadium Il und IV werden erste
klinische Symptome erkennbar, in den Stadien V und VI zeigt sich schlieZlich das Vollbild
der DAT. Die histologische Verédnderungen treten hierbei nicht diffus verteilt im gesamten
Gehirn der Patienten auf, sondern zeigen mit dem Schweregrad der Demenz eine
charakteristische Verteilung.

Die ersten Veranderungen (Stadien | und Il) treten im Bereich dorsal des Bulbus olfactorius
auf, sie sind auf eine einzelne Schicht in der transentorhinalen Region beschrankt. In den
Stadien 1ll und IV treten zuséatzlich Veranderungen in der Hippocampusformation und in
weiteren Bereichen des limbischen Systems auf. In den Stadien V und VI schlief3lich greift
der rindenzerstérende Prozel3 auf den Isocortex Uber und breitet sich Uber die gesamte
Hirnrinde aus (Abb. 3.2.A-C.) [Braak und Braak, 1991].

Neurochemisch ist eine starke Verringerung des Acetylcholin, der Cholinacetyltransferase
und der Acetylcholinesterase nachweisbar. Ebenso ist die Aufnahme von Cholin und in
Folge dessen die Acetylcholinbiosynthese verringert. Der Konzentrationsabfall korreliert mit
dem Ausmald der kognitiven Stérungen beim Patienten. Im Gegensatz dazu ist die Zahl der
muskarinergen Acetylcholinrezeptoren in kortikalen Strukturen, die cholinergen Projektionen
enthalten, nicht verringert [Elbert und Rockstroh, 1990].

Ein weiterer Pathogeneseweg zur Ausbildung der DAT wird im vermehrten oxidativen Stref3
gesehen. Hierbei kommt es zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (z.B. H,0,), die
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dann zu Schadigungen empfindlicher Neurone fuhren. Als besonders empfindlich gegen
oxidativen Strel3 gelten neuronale Strukturen im Hippocampus, Neocortex und Neostriatum.
Eine ausfuhrliche Ubersicht uber die neurochemischen Veranderungen im Rahmen der
Pathogenese der DAT wurde von Palmer [1996] publiziert.

bag

i o= -

Abb. 3.5.A: Stadium | und 11

Abb. 3.5.C: Stadium V und VI

Abb. 3.2.A-C: Neurohistopathologisch differenzierbare Stadien der Alzheimer Demenz mit
Darstellung der betroffenen Gehirnregionen. Histologisch veréanderte Bereiche sind in Rot
dargestellt [entnommen aus Braak und Braak, 1991].

2.4.2. Therapeutische Méglichkeiten bei der Demenz vom Alzheimer-Typ (DAT)

Eine effektive Therapie der DAT ist bis heute nicht moglich. Zur Verbesserung der
Substanzutilisation und des Hirnstoffwechsels werden Nootropika eingesetzt. Nicergolin
(Memoq") oder Piracetam (Avigile”) sind Beispiele fiir solche Substanzen. Die hierbei zu
beobachtenden Erfolge sind jedoch eher gering [Riederer et al., 1992].

Um die cholinerge Neurotransmission zu verbessern, wurde versucht, die Versorgung mit
Acetylcholin durch Gabe von Acetylcholinprakursoren zu beeinflussen, was jedoch keinen
klinischen Erfolg zeigte. Einer der wenigen zur Therapie von DAT zugelassenen Wirkstoffe
(Tetrahydroaminoacridin, Cognex”) hemmt die Acetylcholinesterase und erhéht so die
Konzentration des Neurotransmitters im synaptischen Spalt. Die klinischen Ergebnisse sind
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jedoch wenig Uberzeugend bei gleichzeitigem Auftreten von erheblichen Nebenwirkungen
[Mutschler, 1996].

Bei Untersuchungen von Gewebeproben des cerebralen Cortex von Alzheimer-Patienten
konnte eine prasynaptische Reduktion der Acetyltransferase-Aktivitat und der Dichte von M-
Muscarinrezeptoren festgestellt werden. Im Gegensatz hierzu wurde keine Verénderung der
M;-Rezeptorendichte beobachtet. Diese Befunde deuten darauf hin, dal3 M,-Rezeptoren in
den Nervenendungen cholinerger Bahnen die Freisetzung von Acetylcholin im Sinne von
Autorezeptoren regulieren, wahrend postsynaptisch lokalisierte M;-Rezeptoren die Signale
auf die postsynaptische Zelle tbertragen [Doods et al., 1993].

Es wird postuliert, da sich durch selektive M;-Rezeptoragonisten bzw. M,- (oder My-)
Rezeptorantagonisten eine Verbesserung der DAT erreicht werden kann [Mash et al., 1985;
Doods et al., 1993; Eglen und Watson, 1996]. Wahrend klinisch M,-Rezeptorantagonisten

noch nicht verflgbar sind, befinden sich M -Rezeptoragonisten bereits in klinischer Prifung

[Eglen und Watson, 1996; Mutschler, 1996].

Ein anderer Pathomechanismus bei degenerativen Hirnerkrankungen ist eine
Uberstimulation von NMDA-Rezeptoren, die zu einer toxischen Ca’*-Uberladung von
Nervenzellen fihrt. Daher gelten NMDA-Antagonisten unter bestimmten Voraussetzungen
[Mlller et al., 1995] als mégliche neuroprotektive Substanzen. Einen mdglichen Wirkstoff
stellt Memantin (Akatinol”) dar, der sich bereits als zentralwirksames Muskelrelaxans im
klinischen Einsatz befindet [Mutschler, 1996].

Als weitere mdgliche Malinahme wird eine erhdéhte Zufuhr von Radikalfangern diskutiert, die
entweder die Entstehung von energiereichen und hochreaktiven Molekulen verhindern oder
diese noch vor Reaktion mit neuronalen Strukturen abfangen sollen. In Frage kommen
hierbei Vitamin A, C und E [Mutschler, 1996]. Begleitend zur pharmakologischen Therapie
sollten auch andere nicht-pharmakologische MalRnahmen durchgefiihrt werden. Durch
Aktivierung des Gehirns (,Brainjogging”), Bewegung oder Diat kdnnen positive Effekte auf
die kognitive Leistung erreicht werden. Bereits mit einer geringen koérperlichen
Dauerbelastung (25 W) konnten optimale Effekte erzielt werden [Riederer et al., 1992].

Als ein weiterer Pathogeneseweg der DAT wird eine chronische Entziindung des ZNS
diskutiert: In Gehirnen von DAT-Patienten konnten Entziindungsmediatoren, wie Cytokinine
und Interleukin-1, nachgewiesen werden, die auf eine chronische Entziindungsreaktion im
ZNS hinweisen. Bereits 1987 konnten in Gehirnen von DAT-Patienten solche
Entzindungsreaktionen nachgewiesen werden, die Uber die zu beobachtenden Vorgénge
bei der Beseitigung von abgestorbenen Neuronen hinausgehen [Schnabel, 1993].
Mittlerweile konnten verschiedene Belege fiir einen solchen Pathogeneseweg gefunden
werden. Von Breitner wurde in Zwillingsstudien beschrieben, dall bei Behandlung mit
nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAID) signifikant seltener eine DAT auftritt als bei den
unbehandelten Geschwistern [Breitner et al., 1994]. Rich [Rich et al., 1995] beschreibt
ahnliche Ergebnisse bei einer retrospektiven Untersuchung von 210 DAT-Patienten. Nach
Gabe von NSAID’s, die zur Therapie von chronischen Entziindungskrankheiten verabreicht
wurden, konnte ein protektiver Effekt gegen die Entwicklung einer DAT nachgewiesen
werden. Zum selben Ergebnis kamen Untersuchungen an Leprapatienten, die unter einer
Dauertherapie mit Diaphenylsulfon (Dapson) standen. Bei der Autopsie konnte in deren ZNS
nur eine geringe Konzentration an senilen Plaques nachgewiesen werden [Schnabel, 1993].
Bei einem Vergleich von 17 epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, daf} sowohl
eine chronische Arthritis, wie auch die zu deren Therapie eingesetzten anti-entziindlichen
Substanzen negativ mit dem Risiko korreliert, eine DAT zu entwickeln [McGeer et al., 1996].
Aufgrund der oben beschriebenen Hinweise auf entziindliche Prozesse im ZNS bei der DAT,
sollte eine Therapie oder die Verlangsamung des Progresses mit anti-entziindlich wirksamen
Substanzen maoglich sein. In der Tat war es mdglich, bei einer Untersuchung zur kognitiven
Funktion an gesunden &lteren Probanden (59-73 Jahre) im Rahmen einer doppelblinden,
plazebo-kontrollierten Cross-over-Studie zu zeigen, dal3 bereits nach wenigen Tagen einer
chronischen Indometacingabe (3x25 mg/Tag; p.o.) eine Verbesserung der senso-
motorischen Koordination und des Kurzzeitgedachnisses zu beobachten war. Im Gegensatz
hierzu hat Indometacin keinen Einflu@ auf den Grad der Aufmerksamkeit und die
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psychomotorische Geschwindigkeit [Bruce-Jones et al., 1994]. Schliel3lich konnte an einer
kleinen Gruppe von Patienten in einer sechsmonatigen doppelblind und plazebokontrolliert
durchgefuhrten Studie (Dosierung: 100 bis 150 mg/d) der Nachweis erbracht werden, daf3
Indometacin zumindest einen hemmenden Effekt auf den Fortgang der DAT aufweisen
konnte [Rogers et al., 1993].

2.4.3. Pharmakologie und Toxikologie des Indometacin

Beim Indometacin handelt es sich um ein NSAID aus der Gruppe der Heteroarylessigsauren.
In Abbildung 3.3. ist der Wirkmechanismus (fast) aller NSAID’s angegeben.

NSAID’s greifen hemmend in die Prostaglandinsynthese ein. Dies geschieht Uber die
Hemmung der Cyclooxygenase, die fir den Umbau von Arachidonsaure und anderen
ungesattigten Cyo-Sauren in cyclische Endoperoxide verantwortlich ist. Diese cyclischen
Endoperoxide wiederum stellen die Vorstufen fir Prostaglandine, Tromboxan A, und
Prostacyclin dar, die als Entzindungsmediatoren wirken. Eine Hemmung der
Cyclooxygenase fuhrt zu antiphlogistischer, antipyretischer und analgetischer Wirkung.

Membranlipide

Glucocorticoide s— ‘ Phospholipase A,
Ungesiittigte

Fettsauren — - ---=> Leukotriene
(z.B. Arachidonsiure)

Nicht-opioide —) ‘Cyclooxygenase

Analgetika
Cyclische
Endoperoxide
Prostacyclin Prostaglandine Thromboxan A,

—— Hemmender Effekt

Abb. 3.3.: Allgemeiner Wirkmechanismus von NSAID’s in vereinfachter Darstellung
[entnommen aus Mutschler, 1996]

Derselbe Wirkmechanismus fihrt jedoch aufgrund der Hemmung der Prostaglandin-
Biosynthese zu Schadigungen der Magenschleimhaut, was zu den unten beschriebenen
Nebenwirkungen am GIT fiuhrt. Aus diesem Grund wird auch verstandlich, dal3 galenische
Maflnahmen (magensaftresistente Tabletten, Suppositorien) die Vertraglichkeit NSAID's in
Hinsicht auf Nebenwirkungen im GIT nur unwesentlich verbessern kénnen.

Uber die Hemmung der Prostaglandin-Biosynthese hinaus kommt es nach Gabe von
NSAID’s aulRerdem zu Wechselwirkungen mit anderen Mediatorstoffen und
Enzymsystemen, sowie zu einer Beeinflussung von Immunreaktionen und zu einer
verringerten Bildung von aktiven Sauerstoffspezies. Indometacin wirkt also auch als ,radical
scavenger” [Prasad und Laxdal, 1994].

Indometacin wird bereits seit langer Zeit als Wirkstoff flr die Behandlung von rheumatischen
Erkrankungen in die Therapie eingesetzt. Als weitere Indikationen sind der akute Gichtanfall,
Lumbalgin und Schmerzen nach Traumen (Sportverletzungen) oder operativen Eingriffen
angegeben. Als Retardform kommt Indometacin bei primarer Dysmenorrhoe zum Einsatz
[Wong et al., 1993].
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In zahlreichen Arbeiten wird der Anwendung von Indometacin bei Sauglingen mit Ductus
arteriosus und Frihgeborenen beschrieben. Die Applikation von Indometacin fuhrt bei
diesen Patienten zu einer verbesserten zerebralen Hamodynamik und Sauerstoffversorgung
[McCormick et al., 1993; Benders et al., 1995].

Indometacin wird schnell und vollstandig resorbiert, die Plasma-Eiweil3bindung liegt bei tber
99%, die Plasmahalbwertzeit betragt 3 bis 11 Stunden, woraus eine mittlere Wirkdauer von
4 bis 6 Stunden resultiert. Die Ausscheidung erfolgt vorwiegend in Form von inaktiven
Metaboliten sowohl renal als auch biliar; nur 15% werden unveréndert renal ausgeschieden
[Wong et al., 1993; Mutschler, 1996]. Hauptséchlich wird bei der Biotransformation das
Acylglucuronide gebildet, das vorwiegend im Urin nachweisbar ist. Acylglucuronide
(Esterglucuronide) stellen im Allgemeinen reaktive Verbindungen dar [Spahn-Langguth et
al., 1997]. Sie kdbnnen mehr oder weiniger schnell zum Aglykon riickgespalten werden, einer
Acylwanderung unterliegen oder zu einer kovalenten Bindung fuhren.

In Bezug auf Wirkungen nach Indometacin-Gabe werden als Nebenwirkungen neben
Stérungen im GIT (Ubelkeit, Erbrechen, Obstipation, Diarrhoe, okkulter Blutverlust,
Perforationen), vor allem auch ZNS-Reaktionen wie Verstarkung der Symptome einer
Epilepsie oder Parkinson’schen Erkrankung sowie Verschlechterungen bei psychischen
Erkrankungen wie Depressionen oder Angst beobachtet. Weiterhin konnen Nebenwirkungen
an anderen Organen (beispielsweise Leber, Niere, Haut, Blut, Auge oder Ohr) auftreten. Die
Ubliche Tagesdosis fur die o.a. Indikationen betragt 50 bis max. 200 mg als Einmalgabe
oder auf 2 bis 3 Tagesdosen verteilt [Wong et al., 1993].
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3. Problemstellung

Fur die Wirkung von Pharmaka im Zentralnervensystem (ZNS) ist das Erreichen des
Wirkortes Voraussetzung. Das Ausmalfd der Verteilung in das ZNS wird dabei u.a. bestimmt
durch die physikochemischen Eigenschaften einer Substanz, wobei die erreichten
Hirnkonzentrationen meist um so niedriger sind, je weniger lipophil eine Substanz ist.
Insbesondere die Passage der Blut-Hirn-Schranke und der Blut-Liquor-Schranke ist dabei
limitierend [Mutschler, 1996; Aigner et al., 1997]. Verantwortlich fir die Kompartimentierung
ist aber nicht nur deren - spezieller Aufbau (fehlende Fenstrierung, aufer bei
Tumorerkrankungen in diesem Bereich), sondern auch das Vorkommen von Transportern,
die neben Diffusionsmechanismen fir den Einwartstransport von Substanzen (z.B.
Aminoséauren) ins Gehirn verantwortlich (und kapazitatslimitierend) sind, aber auch von
solchen die auswarts gerichtet sind und die Passage reduzieren oder verhindern kénnen.

Konzentrationserhbhungen am Wirkort ZNS zur Verstarkung eines erwinschten Effektes
gehen in der Regel einher mit einer Erhéhung der im Blut vorhandenen Konzentration
(MaBnahmen: i.v.-Bolus statt p.o.-Gabe, Dosiserh6hung, Erhdéhung der absorbierten
Fraktion), sind somit nicht Zielorgan-selektiv. und koénnen aufgrund der
Konzentrationserhéhung in der Peripherie zu verstarkten unerwinschten Wirkungen fiihren.
Eine weitere Moglichkeit stellt die Selektivitat durch Wahl des Applikationsortes dar. Im Fall
von Baclofen, das vor allem bei verschiedenen Erkrankungen im zentralnervésen Bereich
(siehe auch Abschnitt 3.3.) eingesetzt wird, wurde z.B. im Sinne einer selektiven
Konzentrationserhéhung im ZNS das Verfahren der intrathekalen Applikation optimiert,
welches allerdings nur fir eine Langzeittherapie geeignet ist.

Ein interessanter neuer Ansatz ergab sich in den letzten Jahren Uber die Nasalapplikation
von Pharmaka. Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe [z.B. Langguth und Spahn-
Langguth, 1995] und der von Sakane et al. [1991, 1994, 1995] zeigten bei verschiedenen
Substanzen - selbst bei Peptiden - dafR nach Applikation auf die Nasalmukosa
vergleichsweise hohe ZNS-Konzentrationen resultieren, die sich allein aus den aufgrund
eines geringeren First-pass-Effekt hoheren Blutkonzentrationen keinesfalls erklaren lassen.

Gerade im Falle von Baclofen, das nach peroraler und auch nach intravenéser Applikation
eine geringe lokale Verfugbarkeit im ZNS zeigt', schien es sinnvoll zu untersuchen, ob auch
hier bei Nasalapplikation hohere Gewebe- bzw. CSF-Konzentrationen resultieren als nach
systemischer Applikation. Allerdings werden bei der o.g. intrathekalen Injektion je nach
applizierter Dosis CSF-Konzentrationen von bis zu 1 pg/ml erzielt [Ochs und Reimann,
1995]. Jedoch koénnte bei deutlich erhdhter ZNS-Selektivitdt im Falle von Baclofen die
Nasalapplikation als Alternative zur intrathekalen Applikation dienen oder aber diese
erganzen.

Im Rahmen der durchzufihrenden Untersuchungen sollte zunéchst auf der Basis bereits
beschriebener Verfahren eine Methode zur Quantifizierung von Baclofen etabliert werden.
Zudem muf3te fur die Nasalapplikation bei der Ratte eine Zubereitung hergestellt werden, bei
der eine ausreichende Menge des schlecht wasserléslichen Baclofen in einem
vergleichsweise geringen Volumen enthalten sein sollte. In Studien an der Ratte sollten
zunachst die kinetischen Basisparameter ermittelt werden, wobei die Substanz intravenés
oder auf die Nasalmucosa appliziert wurde. Im zweiten Teil der Untersuchung wurden CSF-,
Gewebe- und Blutkonzentrationen in Abhéngigkeit von Zeit und Applikationsart evaluiert.
Ausgehend von razemischem Baclofen sollten dann verschiedene Ester synthetisiert werden

! Die Konzentrationen in der Cerebrospinalflissigkeit (CSF) lagen nach p.o.-Gabe von 4x25 mg Baclofen im
steady-state unter der Nachweisgrenze der analytischen Methode [Ochs und Reimann, 1995], ebenso konnten
nur geringe CSF-Konzentrationen nach (toxischen) i.v.-Gaben bei Tierxperimentellen Studien nachgewiesen
werden [Deguchi et al., 1995].
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und nach Entwicklung eines Analysenverfahrens deren kinetisches Verhalten und
Gewebeselektivitat im Vergleich zu Baclofen und zudem die hydrolytische und metabolische
Stabilitat der Ester untersucht werden.

Da zum Zeitpunkt des Beginns der Arbeit noch keine systematischen Untersuchungen zur
Abhéngigkeit der erhOohten Organselektivitat von physikochemischen Eigenschaften
vorlagen, hatte die vorliegende Arbeit zum Ziel, Hinweise auf grundlegende
Zusammenhange im Rahmen der Nasalapplikation (Permeationsweg, Einfluf3 der Lipophilie
auf die Organselektivitat) zu erhalten. Dabei wurden als Modellsubstanzen im Laufe der
Arbeit das relativ lipophile Tranylcypromin und das hydrophile Baclofen und seine Ester,
sowie Indometacin und Kokain eingesetzt. Im Rahmen der Arbeit sollten folgende
erganzenden Untersuchungen durchgefuhrt werden:

¢ In einer Voruntersuchung sollte mit Hilfe zweier leicht zu analysierender Substanzen
durch Konzentrationsbestimmungen in verschiedenen Hirnregionen in Abhangigkeit der
Zeit innerhalb des ZNS den Weg von der Nasalmukosa ins Gewebe bzw. im Vergleich
dazu den Zeitverlauf der Verteilung nach intravenoser Gabe zu verfolgen. Als
Modellsubstanzen wurden hierbei das Tranylcypromin und das Indometacin ausgewahlt.

¢ Mit den o.g. vier Substanzen (sowie ggf. den synthetisierten Estern) sollte eine
potentielle Korrelation der gefundenen Gewebeselektivitdten nach nasaler und
systemischer Applikation mit der Lipophilie (Verteilungskoeffizienten) evaluiert werden.

¢ Da Transportsysteme, die in der Blut-Hirn-Schranke vorkommen, auch in den anderen
kompartimentierenden Membranen (z.B. Gastrointestinaltrakt), vorhanden sind und
zudem von Artursson und Karlsson [1991] und Artursson et al. [1996] eine gewisse
Korrelation der Permeation durch Zell-Monolayer aus intestinalen Zellen und durch die
Blut-Hirn-Schranke nachgewiesen wurde, sollte an den (in bezug auf ihre Lipophilie sehr
unterschiedlichen) Beispielen Baclofen und Tranylcypromin untersucht werden, ob sich
diese Korrelation von der Tendenz her bestatigen laft.
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4, Ergebnisse
4.1. Untersuchungen zu Kokain
41.1. Analytische Methode fiir Kokain und Benzoylecgonin

Aufgrund der grol3en Relevanz der Konzentrationsbestimmung von Kokain in biologischen
Materialien - auch Geweben - sind bereits zahlreiche analytische Verfahren entwickelt
worden. Beispiele flr analytische Methoden zur Quantifizierung sind gaschromatographische
Verfahren (GC) [z.B. Sniegoski und Welch, 1996; Song et al., 1996; Sosnoff et al., 1996].
Weitere Moglichkeiten liegen im Einsatz der Dunnschichtchromatographie (DC) [z.B. Jatlow,
1988; Wiggins et al.,, 1989; Simpson et al., 1993] oder der Hochdruckflissigkeits-
chromatographie (HPLC) [z.B. Balikovd und Vecerkova, 1994; Clauwaert et al., 1996;
Fernandez et al., 1996], wobei auffallt, dall HPLC-Verfahren haufiger zu
pharmakologisch/toxikologischen Studien eingesetzt werden, wahrend GC-Methoden
schwerpunktmaflig im forensischen Bereich zu finden sind. Vor einigen Jahren haben sich
auch die Kapillarelektrophorese [z.B. Tagliaro et al.,, 1993; Tagliaro et al., 1996] und
immunochemische Verfahren [z.B. Rdhrich et al.,, 1994; de la Torre et al., 1996] zur
Konzentrationsbestimmung von Kokain etablieren kénnen.

Die Konzentrationsbestimmungen des Kokains und Benzoylecgonin wurden mit der
analytischen Routinemethode des Zentrums der Rechtsmedizin (ZRM) der Universitat
Frankfurt/M. zur Konzentrationsbestimmung von Kokain und dessen Hauptmetaboliten
Benzoylecgonin (BE) in Urin, Vollblut, Serum oder Plasma durchgefiihrt. Ohne Probleme
konnte dieses Verfahren auf Rattenliquor und -vollblut Gbertragen werden. Zur Anwendung
auf Hirngewebeproben wurde zur Probenvorbereitung eine Festphasenextraktionsmethode
entwickelt, die den ublichen Flissig/Flussig-Extraktionsverfahren in Bezug auf Arbeitszeit,
Lésungsmittel-Verbrauch und vor allem die Wiederfindung Uberlegen ist [Devane et al.,
1989; Spear et al., 1989; Balikova und Vecerkova, 1994; Robinson et al., 1994].

Nach Anwendung dieser Festphasenextraktionsmethode konnten selbst in komplexen
Matrizes wie in Rattenhirngewebe, in humanem Lungengewebe oder in Mageninhalt
Wiederfindungsraten von basischen Wirkstoffen in der GréRenordnung Uber 95% erreicht
werden. AuRerdem zeichnet sich diese Methode durch hohe Selektivitat fur Alkaloide aus, so
dass sich Extrakte ergeben, fir deren Bestimmung ein Austausch der nachgeschalteten
analytischen Trennmethode (z. B. GC/MS gegen HPLC) nachgewiesenermal3en mdaglich ist
[Herber et al. 1997].

4.1.2. Kokain- und BE-Konzentrationen im Blut, Liquor und Hirngewebe

Die Untersuchungen zum Kokain an der Ratte erfolgte in einer dreiarmigen Studie. Es wurde
jeweils sowohl eine Applikation in den Peritonealraum, eine intravends als auch eine nasal
durchgeflhrt; in allen Fallen waren die Versuchstiere mit Urethan (Carbaminsaureethylester)
anasthesiert. Fur alle untersuchten Matrizes (Rattenvollblut, Rattenliquor und
Rattenhirngewebe) konnte eine Quantifizierung sowohl fiir die Muttersubstanz als auch fur
den Hauptmetaboliten BE durchgefihrt werden.

In Abbildung 4.1.1.A-C sind jeweils die mittleren Konzentrationen von Kokain in den
entsprechenden Matrizes in Abhangigkeit von den verschiedenen Applikationsarten
dargestellt. Im Vollblut wurden nach i.v.-Applikation initial die héchsten Konzentrationswerte
von im Mittel 350 ng/ml nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurde die Spitzenkonzentration
nach Gabe ins Peritoneum erst 10 Minuten nach Applikation erreicht. Der hierbei gefundene
Konzentrationswert im Blut lag mit im Mittel 50 ng/ml bei nur etwa 15% der
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Maximalkonzentration nach i.v.-Gabe. Nach nasaler Applikation wurde der C.-Wert nach
20 Minuten nachgewiesen. Er lag mit im Mittel 90 ng/ml bei 25% des hochsten Wertes nach
i.v.-Gabe. Die Signifikanzniveaus aus der statistischen Analyse fir die
Konzentrationsunterschiede sind in Tabelle 4.1.1. angegeben.

Wahrend sich die Konzentrations-Zeit-Verlaufe im Rattenblut nach i.v.-Gabe bzw. i.n.-
Applikation innerhalb der ersten 20 Minuten bei einer mittleren Konzentration von 90 ng/ml in
ihrem Verlauf angeglichen hatten, zeigte sich ein mit der i.v.-Gabe vergleichbarer
Konzentrationswert nach Applikation ins Peritoneum erst nach einer Stunde auf einem
deutlich niedrigeren Konzentrationsniveau von 40 ng/ml. Bei den Gbrigen Matrizes waren die
hochsten Konzentrationen mit 300 ng/ml Liquor und 2300 ng/g Hirngewebe ebenfalls bereits
am ersten Messpunkt nach iv.-Gabe zu beobachten. Die auftretenden absoluten
Konzentrationen nach i.n.-Gabe lagen mit 110 ng/ml Liquor bei ca. 40% der nach i.v.-Gabe
erreichten Maximalwerte, wahrend nach i.p.-Applikation mit im Mittel 30 ng/ml Liquor nur
etwa 10% dieser Konzentration erreicht werden konnten.

Im Hirngewebe der Ratte konnte nach Applikation auf die Nasalmucosa eine
Spitzenkonzentration von 950 ng/g nachgewiesen werden, was ebenfalls 40% der nach i.v.-
Gabe erreichten Spitzenkonzentration entsprach. Die nach i.p.-Gabe erreichte Gehirn-
Konzentration lag mit im Mittel 300 ng/g Gewebe - &hnlich wie bei der CSF - nur bei 10%
des nach i.v.-Gabe erreichten Spitzenwerts (Abb. 4.1.1).
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Abb. 4.1.1.C: Hirngewebe

Abb. 4.1.1.A-C: Konzentration von Kokain in verschiedenen Matrizes der Ratte nach Applikation von
0,5 mg/kg KG in Abhangigkeit von Zeit und Applikationsart (n = 3).
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In Tabelle 4.1.1. sind die Signifikanzniveaus fur die ermittelten Kokain-Konzentrationsunter-
schiede in den einzelnen Matrizes dargestellt.

Tab. 4.1.1.: Signifikanzniveaus™ (p) fur die Kokain-Konzentrationsunterschiede in den
verschiedenen untersuchten Matrizes (t-Test nach Student; n = 3).

Zeit p-Werte
[min] Blut CSF Gehirn
V. Vs, V. Vs, i.n. vs. V. VS, V. Vs, i.n.vs. i.V. Vs, V. Vs, i.n. vs.
i.n. i.p. i.p. i.n. i.p. i.p. i.n. i.p. i.p.

2 <0,01 | <0,01 n.s. < 0,05 [ <0,005 n.s. <0,01 | <0,005| <0,01
10 | <0,01 | <0,05 n.s. n.s. <0,01 [<0,001| <0,05 |<0,005|<0,005
20 n.s. <0,01 n.s. n.s. < 0,05 | <0,005 n.s. <0,01 | <0,01
60 n.s. <0,056 | <0,05 || <0,05 | <0,05 n.s. n.s. <0,005| <0,05

Die im Rattenblut und -hirngewebe bestimmbaren BE-Konzentrationen lagen im Bereich der
Nachweisgrenze der analytischen Methode flr diesen Metaboliten. Die BE-Konzentrationen
in den untersuchten CSF-Proben waren nicht mehr eindeutig quantifizierbar, weil jeweils nur
von einem maximalen Probenvolumen von ca. 100 pl ausgegangen werden konnte (Abb.
4.1.2.A-B).
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Abb. 4.1.2.A: Vollblut Abb. 4.1.2.B: Hirngewebe

- m— ip.-Applikation ..e-.. jyv.-Applikation —— i.n.-Applikation

Abb. 4.1.2.A-B: Konzentration von Benzoylecgonin (BE) in verschiedenen Matrizes der Ratte nach
Applikation von 0,5 mg/kg KG Kokain in Abhéngigkeit von Zeit und Applikationsart (n = 3).

4.1.3. Applikationsabhéngige Unterschiede in den Gewebekonzentrationen:

Gehirn/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten als MaR fiir die Gewebeselektivitat

Um zu prifen, ob nach der Applikation auf die Nasalmucosa eine erhdhte Gewebespezifitat
und somit ein verbessertes Gehirntargeting zu erwarten ist als bei den anderen untersuchten

! Als nicht signifikant (n.s.) wurde ein p-Wert von > 0,05 angesehen.




4.1. Ergebnisse der Untersuchungen zum Kokain 28

Applikationsvarianten wurden die jeweiligen Hirngewebe/Blut- bzw. die CSF/Blut-Quotienten
bestimmt. Die errechneten Verhaltnisse sind in Abbildung 4.1.3.A-B dargestellt.

Es wurde gefunden, dal3 die hdchsten Hirngewebe/Blut-Quotienten nach Applikation auf die
Nasalmukosa zu erreichen sind. Es zeigten sich bereits nach zwei Minuten
Hirngewebekonzentrationen, die im Mittel um den Faktor 18 Uber den Konzentrationen im
Vollblut lagen. Im weiteren Verlauf konnte eine Abnahme der Gewebe/Blut-Quotienten in
Abhé&ngigkeit von der Zeit beobachtet werden, bis nach einer Stunde ein mittlerer Quotient
von 8 erreicht war. Bei den beiden anderen untersuchten Applikationsvarianten (i.v.- bzw.
i.p.-Gabe) wurden deutlich niedrigere Hirngewebe/Blut-Quotienten beobachtet. Der
maximale Wert nach i.v.-Gabe lag bei 10; das hdchste Hirngewebe/Blut-Verhaltnis nach i.p.-
Applikation wurde mit im Mittel 6 bestimmt. Zu beachten ist auch, daf} in diesen beiden
Fallen die maximalen Quotienten nicht initial, sondern mit einer lag-Zeit von ca. 10 Minuten
auftraten.

Zwischen den berechneten Hirngewebe/Blut-Quotienten nach i.p.- bzw. i.v.-Gabe kann nur
fur einen der Messzeitpunkte (20 Minuten) ein signifikanter Unterschied zwischen den
Quotienten nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu sind die Unterschiede der
Hirngewebe/Blut-Quotienten zwischen der i.n.-Gabe und der i.v.- bzw. i.p.-Applikation
sowohl zwei als auch 10 Minuten nach Applikation als signifikant anzusehen (s. Tab. 4.1.2.).

Die berechneten CSF/Blut-Quotienten lagen mit im Mittel maximal zwei um eine
Zehnerpotenz niedriger als die entsprechenden Gewebe/Blut-Quotienten. Bemerkenswert ist
auch, das der maximale Quotient fir alle untersuchten Applikationswege nicht initial,
sondern erst nach einer lag-Zeit von 5 bis 25 Minuten auftrat (Abb. 4.1.3.B). Daneben fallt
fur alle untersuchten Applikationsarten eine vergleichsweise hohe Variabilitat auf, dennoch
war ein signifikanter Vorteil in Bezug auf das Liquor-Targeting (Zeitpunkt 20 Minuten nach
Applikation) fur die nasale Gabe nachweisbar (Tab. 4.1.2.).
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Abb. 4.1.3.A-B: Hirngewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten nach Applikation von 0,5 mg/kg KG
Kokain an der Ratte in Abhangigkeit von Zeit und Applikationsart (n = 3).
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Tab. 4.1.2.: Signifikanzniveaus der Unterschiede der Hirngewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-
Quotienten” (t-Test nach Student).

Zeit Hirngewebe/Blut-Quotient CSF/Blut-Quotient

[min] iv.vs.i.n. | iv.vs.ip. | in.vs.ip. || iv.vs.in, | iv.vs.ip. | i.n.vs.i.p.
2 < 0,05 n.s. <0,01 n.s. n.s. n.s.
10 < 0,005 n.s. <0,01 < 0,005 n.s. < 0,05
20 n.s. <0,01 n.s. n.s. < 0,05 n.s.
60 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

! Als nicht signifikant (n.s.) wurde ein p-Wert von > 0,05 angesehen.
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4.2. Untersuchungen zu Tranylcypromin

4.2.1. Analytische Methode zur enantiospezifischen Bestimmung in Blut und
Gewebe

Aufgrund der Tatsache, dall TCP seit vielen Jahren in der Therapie von affektiven
Stoérungen eingesetzt wird, sind auch bei diesem Arzneistoff zahlreiche analytische
Methoden zur Quantifizierung der Konzentrationen in ,iblichen” biologischen Matrizes (Blut,
Serum, Plasma oder Urin) bekannt. Am weitesten verbreitet sind achirale analytische
Methoden - die beim Vorliegen bestimmter Fragestellungen - ausreichende Informationen
liefern [z.B. Bailey und Barron, 1980; Krugers-Dagneaux et al., 1992; Aboul-Enein und Abou-
Basha, 1996].

Analytische Methoden zum Nachweis von TCP aus Gewebe-Matrizes sind bisher selten
publiziert worden. Von Calverley et al. [1981] und Baker et al. [1985] werden einander
ahnliche GC-Methoden mit Electron-capture-Detektion zum achiralen Nachweis von TCP in
Rattenhirn vorgeschlagen. Von der Arbeitsgruppe um Baker wurden verschiedene Arbeiten
publiziert, die sich mit dem Metabolismus des TCP beschéftigen. Hierzu wurden analytische
Methoden entwickelt, die auch eine Bestimmung von TCP-Metaboliten neben der
Muttersubstanz ermdglichen. Als wichtigster Metabolit wurde das 4-Hydroxy-Tranylcypromin
identifiziert [Baker et al., 1986; Nazarali et al., 1987; Baker und Coutts, 1989; Baker et al.,
1994].

Im Gegensatz zu achiralen analytischen Verfahren wurden bisher nur wenige
enantioselektive Analysenmethoden fir TCP publiziert. Aboul-Enein und Serignese [1995]
stellten ein direktes HPLC-Verfahren vor, mit dem TCP aus Urin mittels einer festen chiralen
Phase (chiral solid phase; CSP) enantioselektiv bestimmt werden kann. Ebenfalls mit Hilfe
einer CSP und Flussigchromatographie konnten Smith und Pirkle [1986] die Enantiomere
verschiedener psychotroper Substanzen (darunter neben TCP auch Baclofen) aus wafiriger
Losung trennen. Ein indirektes enantioselektives DC-Verfahren wurde von Weber et al.
[1984] publiziert. Als chirales Derivatisierungsreagenz (chiral derivatizing agent; CDA) fand
hierbei Benoxaprofen-S&aurechlorid Verwendung. In der Literatur weit verbreitet ist die
Anwendung von ortho-Phthaldialdehyd (OPA) in Kombination mit einem SH-Donor-Molekdl
als CDA fiur solche Analyten, die eine primare Aminofunktion tragen [z.B. Bowyer et al.,
1995]. Wird als SH-Donor eine enantiomerenreine Substanz gewahlt, so entstehen - im Fall
eines chiralen Analyten - bei der Reaktion diastereomere, voneinander chromatographisch
trennbare Isoindolderivate.
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Abb. 4.2.1.: Allgemeines Reaktionsschema der Umsetzung von 1R,2S-(-)-Tranylcypromin mit OPA und
dem chiralen SH-Donor NAC.

Als enantiomerenreiner SH-Donor wird sehr haufig N-Acetyl-L-Cystein (NAC) verwendet.
OPA in Kombination mit NAC wurde in unserem Arbeitskreis bereits in verschiedenen
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Studien zur enantioselektiven Analytik von TCP aus Humanplasma und -urin eingesetzt
(Abb. 4.2.1.) [Spahn-Langguth et al., 1992; Weber-Grandke et al., 1993]. Diese analytische
Methode sollte fur die hier vorgestellte Arbeit auf entsprechende Matrizes der Ratte (CSF,
Blut, Gehirnhomogenat) tbertragen werden.

Wahrend die Anwendung des Verfahrens auf Blut und CSF ohne Schwierigkeiten moglich
war, konnte bei den Untersuchungen zur Spezifitat nach Zugabe von razemischen TCP zu
Rattenhirnhomogenat bereits nach wenigen Minuten nur noch eine geringe Konzentrationen
an (+)-TCP im Vergleich zum (-)-TCP wiedergefunden werden. In Abbildung 4.2.2.A. ist der
entsprechende Konzentrations-Zeit-Verlauf von Ex-vivo/In-vitro-Versuchen dargestellt.
Innerhalb von 45 bis 60 Minuten sank die noch verbleibende (+)-TCP-Konzentration bis an
die Nachweisgrenze, wahrend die zu messende (-)-TCP-Konzentration nur wenig variierte.
Von ahnlichen Ph&nomenen berichten die Autoren Yonemitsu und Pounder [1993] bzw.
Crifasi und Long [1997]. Von Yonemitsu und Pounder konnte nach Inkubation von humanem
Vollblut (48 h; 37°C) nur noch 58% der eingesetzten (razemischen) TCP-Konzentration
wiedergefunden werden. Von Crifasi und Long wird berichtet, daf3 nach mehrwochiger
Lagerung (-20°C) von Gewebe-, Urin-, bzw. Blutproben aus humanem Ursprung bei der
(achiralen) Wiederholungsbestimmung nur in den Gewebeproben ein Konzentrationsverlust
nachweisbar war.

Es konnte auf3erdem gezeigt werden, dal® die Geschwindigkeit des In-vitro-Abbaus oder der
Bindung auch von der Proteinmenge abhéngig ist (Abb. 4.2.2.B). Wurde
Rattenhirnhomogenat fir 15 Minuten auf 60°C erhitzt und erfolgte dann die Inkubation mit
razemischem TCP konnten beide Enantiomere im razemischem Verhéaltnis wiedergefunden
werden.
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Abb. 4.2.2.A: Wiederfindung in Abhangigkeit der | Abb. 4.2.2.B: Wiederfindung in Abhangigkeit der
Inkubationszeit. Proteinkonzentration.
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Abb. 4.2.2.A-B: Wiederfindung der TCP-Enantiomere in Abhangigkeit der Inkubationszeit bzw.
Proteinkonzentration bei Ex-vivo/In-vitro-Untersuchungen in Rattenhirnhomogenat (Inkubation von
1074 ng/g rac-TCP bei +4°C unter LichtausschluR).

Im Gegensatz dazu war es nicht mdglich, vor der thermischen Belastung des
Gewebehomogenates zugegebenes rac-TCP nach dem Erhitzen des Gewebes in
razemischem Verhaltnis nachzuweisen, obwohl sich beide TCP-Enantiomere und das als
innerer Standard verwendete D-Amphetamin in Vorversuchen (in wassrige Lésung) unter
diesen Bedingungen als thermostabil erwiesen hatten.

In weitergehenden Stabilitdtsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dafd durch Zugabe von
Ascorbinsaure eine Protektion des (+)-TCP in der Probe erreicht werden konnte, so dal eine
Quantifizierung dieses Enantiomers auch im Hirngewebe méglich war.



4.2. Ergebnisse der Untersuchungen zum Tranylcypromin 32

4.2.2. TCP-Blut-Konzentrationen

Zunachst erfolgte im Rahmen der Untersuchungen zur individuellen Kinetik bei der Ratte*
die Bestimmung von pharmakokinetischen Parametern fur TCP nach iv.- bzw. i.n.-
Applikation. Aufgrund der verwendeten chiralen Analysenmethode war es moglich, die
entsprechenden Daten fur beide Enantiomere zu ermitteln.
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Abb. 4.2.3.A: (-)-TCP Abb. 4.2.3.B: (+)-TCP

- - jv.-Applikation ——=— i.n.-Applikation

Abb. 4.2.3.A-B: Konzentrations-Zeit-Verlauf von (-)- bzw. (+)-TCP in Rattenblut nach i.v.- bzw. i.n.-
Applikation von 0,5 mg/kg KG rac-TCP (n = 4).

In Abbildung 4.2.3.A-B sind die Konzentrations-Zeitprofile jeweils nach nasaler und
intravenoser Applikation fur die TCP-Enantiomere dargestellt. Nach i.v.-Applikation ergaben
sich initial als hochste Konzentrationswerte Werte von ca. 1 pg/ml fur beide untersuchte
Enantiomere. Die C.-Werte nach nasaler Gabe wurden bei den Studien zur individuellen
Kinetik erst nach einer Versuchsdauer von 10 Minuten erreicht. Weiterhin war festzustellen,
dafld sowohl nach i.v.- wie auch i.n.-Applikation die Konzentration des (+)-TCP die des (-)-
TCP uberstieg. In Tabelle 4.2.1. sind die aus den erhaltenen Blutkonzentrations-Zeit-Profilen
an Ratten ermittelten pharmakokinetischen Parameter angegeben.

Tab. 4.2.1.: Mittlere pharmakokinetische Parameter fur (-)- bzw. (+)-TCP bei der Ratte.

Bestimmte Parameter’ (-)-TCP (+)-TCP
Verteilungsvolumen im steady-state;Vs [mixkg™] 825 761
Clearance; CL[mIxmin'xkg™] 43 31
Halbwertszeit; t,, [min] 106 137
Bioverfugbarkeit nasal [%] 43 66

Vergleicht man nach i.n.-Applikation die Blutspitzenkonzentrationen der beiden TCP-
Enantiomere, die bei diesen Kinetik-Studien ermittelt wurden, mit den ,punktuell
vorhandenen, d.h. von verschiedenen Ratten verfigbaren Blutkonzentrationen, die bei der
Durchfiihrung der Versuche zur Bestimmung der Hirngewebe- bzw. CSF/Blut-Quotienten

! Die Konzentrationswerte zur individuellen Kinetik bei der Ratte stammen aus einer friheren Arbeit von
Langguth und Spahn-Langguth [1995].

% Die Extrapolation zwischen t = 0 und dem ersten MelR3punkt erfolgte im Fall der i.v.-Applikation nach Methode
E3; nach Gabe auf die Nasalmucosa nach Methode E1 (TOPFIT-Software; s. Abschnitt 8.3.).
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(Verteilungsstudien) gefunden wurden, so fallt auf, dal3 die punktuell bestimmten C,,.-Werte
generell hoher lagen, obwohl die &ulReren experimentellen Bedingungen jeweils identisch
waren. Wie auch bei den Kinetikstudien konnte im Blut sowohl nach i.p.- als auch nach i.n.-
Applikation innerhalb der ersten 20 Minuten nach Gabe eine hohere Konzentrationen von
(+)-TCP als von (-)-TCP nachgewiesen werden (Abb. 4.2.4.A-B).
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Abb. 4.2.4.A: i.p.-Applikation Abb. 4.2.4.B: i.n.-Applikation

- - ()-TCP —=— (+)-TCP

Abb. 4.2.4.A-B: Blutkonzentrations-Zeit-Verlaufe der TCP-Enantiomere aus den Versuchen zur
Gewebe/Blut- bzw. Liquor/Blut-Quotienten-Bestimmung nach i.p.- bzw. i.n.-Applikation von 0,5 mg/kg
rac-TCP (n = 3-5).

Es ist auch zu beachten, dal3 bei den ZNS-Verteilungsstudien - insbesondere initial - im
Mittel deutlich gréRere Konzentrationsunterschiede zwischen den TCP-Enantiomeren
auftraten als bei den Individualkinetik-Studien, ebenso ist eine deutlich gréf3ere Streuung der
Einzelwerte feststellbar.  Signifikante  Konzentrationsunterschiede  zwischen den
Applikationsarten (p < 0,05 im t-Test nach Student) konnten nicht nachgewiesen werden.
Aus den in Abbildung 4.2.4.A-B dargestellten Daten wurden die terminalen Halbwertszeiten
und die terminalen Eliminationsgeschwindigkeitskonstanten fir beide TCP-Enantiomere in
Abhangigkeit der Applikationsart abgeschatzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.2.2.
zusammengefalit.

Tab. 4.2.2.: Abgeschatzte pharmakokinetische Parameter beider TCP-Enantiomere in
Rattenblut aus den Daten der Untersuchung zur Gewebeverteilung von Tranylcypromin.

Enantiomer i.p.-Applikation i.n.-Applikation
terminale | terminale Eliminations- | terminale terminale Eliminations-
Halbwerts- geschwindigkeits- Halbwerts- geschwindigkeits-
zeit [min] konstante [min™] zeit [min] konstante [min™]
(-)-TCP 76 0,009 80 0,009
(+)-TCP 47 0,015 51 0,014
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Abb. 4.2.5.E: Mesencephalon
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Abb. 4.2.5.F: Thalamus
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Abb. 4.2.5.A-F: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von (-)-TCP in verschiedenen anatomischen
Untereinheiten des Ratten-ZNS nach i.p.- bzw. i.n.-Applikation von 0,5 mg/kg KG rac-TCP (n = 3-5).
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4.2.3. TCP-Hirn- und -Liquor-Konzentrationen

Innerhalb der verschiedenen Gehirnareale war bei den Gewebekonzentrationen des (-)-TCP
kein signifikanter Unterschied zwischen den Applikationswegen festzustellen. Fur alle
betrachteten Organteile konnten Spitzenkonzentrationen von im Mittel zwischen 500 und
700 ng/g Gewebe nachgewiesen werden. In Abbildung 4.2.5.A-F sind die mittleren
Konzentrations-Zeit-Verlaufe in den Gehirnarealen dargestellt. Tendenziell ist zu
beobachten, daf? nach Applikation des TCP in die Nasenhdhle im Bulbus olfactorius,
Cerebellum, Cortex und Mesencephalon bereits zwei Minuten nach Applikation die hdchsten
mittleren Konzentrationen erreicht wurden. In der Medulla oblongata und Thalamus kam es
zwischen 2 und 10 Minuten nach der Applikation in die Nasenhohle zu einem
Konzentrationsanstieg, der jedoch schwacher ausgepragt war als nach i.p.-Applikation.

Im Gegensatz hierzu war in allen untersuchten Hirnarealen nach i.p.-Gabe bei den
Mittelwerten ein deutlicher Anstieg der (-)-TCP-Konzentration innerhalb der ersten
10 Minuten feststellbar; ein statistisch signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den
untersuchten Applikationsarten lag jedoch nicht vor. Fir die verschiedenen Gehirnareale war
fur das (-)-TCP die Berechnung der terminalen Halbwertszeit und der terminalen
Eliminationsgeschwindigkeitskonstanten moglich. Die erhaltenen Daten sind in Tabelle 4.2.3.
dargestellt. Sichere Konzentrationswerte fir das (+)-TCP konnten nur fur die Mel3zeiten
2 und 10 Minuten bestimmt werden. Obwohl aufgrund der Datenmenge eine statistische
Signifikanz nicht nachgewiesen werden konnte, war auch fir das (+)-TCP eine gegenuber
dem (-)-TCP gleichsinnige Tendenz erkennbar.

Wahrend nach i.n.-Gabe die héchste Konzentration des (+)-TCP in allen Hirnteilen bereits
nach zwei Minuten erreicht ist, kam es nach i.p.-Gabe im Verlauf der ersten zehn Minuten
nach Applikation noch zu einem Konzentrationsanstieg. Die entsprechenden Mittelwerte sind
in Tabelle 4.2.2. aufgelistet.

In Abbildung 4.2.6.A-B sind die Konzentrationen der (-)-TCP- und (+)-TCP-Bestimmungen
im Rattenliquor dargestellt. Obwohl fiir diese Matrix nur wenige Datenpunkte vorlagen, ist
ebenfalls - vor allem initial - tendenziell ein Vorteil fur die nasale Applikation zu vermuten.
Zwei Minuten nach Applikation in die Nasenhohle konnte fiir beide Enantiomere im Mittel die
vierfache TCP-Konzentration im Vergleich zur i.p.-Gabe ermittelt werden (Signifikanzniveau
im t-Test nach Student: p < 0,05).

Nach i.p.-Applikation konnte weder fur die Zeitpunkte 10 noch 20 Minuten CSF isoliert
werden, so dal3 ein Vergleich der beiden Applikationswege fir diesen Zeitraum nicht mdglich
ist. Siebzig Minuten nach der Applikation schliel3lich zeigen sich fur beide Wege
vergleichbare mittlere Konzentrationen.

Tab. 4.2.3.: Abgeschatzte pharmakokinetische Parameter fir (-)-TCP in verschiedenen
Gehirnarealen aus der Untersuchung zur Gewebeverteilung von Tranylcypromin.
Organteil i.p.-Applikation i.n.-Applikation
terminale | terminale Eliminations- | terminale |terminale Eliminations-
Halbwerts- geschwindigkeits- Halbwerts- geschwindigkeits-
zeit [min] konstante [min™] zeit [min] konstante [min™]
Bulbus olfactorius 70 0,010 67 0,010
Cerebellum 58 0,012 64 0,011
Cortex 49 0,014 83 0,008
Medulla 56 0,012 69 0,010
oblongata
Mesencephalon 94 0,007 86 0,008
Thalamus 59 0,012 69 0,010
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Tab. 4.2.2.: Mittlere (+)-TCP-Konzentrationen [ng/g] in verschiedenen Hirnarealen der Ratte
in Abhéngigkeit von der Zeit und der Applikationsart (n = 3).

Untersuchtes Gehirnareal i.n.-Applikation i.p.-Applikation

2 min 10 min 2 min 10 min

Bulbus olfactorius 325 244 162 190

Cerebellum 273 217 187 220

Cortex 315 232 220 361

Medulla oblongata 303 259 222 290

Mesencephalon 314 273 250 343

Thalamus 250 238 176 228
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Abb. 4.2.6.A: (-)-TCP* Abb. 4.2.6.B: (+)-TCP"
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Abb. 4.2.6.A-B: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von (-)-TCP bzw. (+)-TCP in Ratten-CSF nach i.p.- bzw.
i.n.-Applikation von 0,5 mg/kg KG rac-TCP (n = 3-5).

4.2.4.  Gehirn/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten als Mal fir die Gewebeselektivitat

Die sich ergebenden Gewebe/Blut-Quotienten der einzelnen untersuchten Gehirnareale fur
das im Rattenhirngewebe ausreichend stabile (-)-TCP sind in Abbildung 4.2.7. A-F
dargestellt. Bei dieser Untersuchung war zu beobachten, daf} sich nach Injektion in den
Peritonealraum die Gewebe/Blut-Quotienten nur relativ. wenig verandern. Ein kleines
Maximum dieses Quotienten tritt 20 Minuten nach Applikation auf, ein zweiter Anstieg kann
nach 130 Minuten beobachtet werden. Die maximal berechneten Hirngewebe/Blut-
Quotienten fir das (-)-TCP nach i.p.-Applikation lagen im Mittel bei 9 (Cortex), in allen
anderen untersuchten Arealen jedoch deutlich niedriger. Im Gegensatz hierzu kam es nach
Gabe auf die Nasalmukosa 20 Minuten nach Applikation in allen untersuchten Hirnregionen
zu einem massiven Anstieg der Quotienten. Es wurden Hirngewebe/Blut-Verhaltnisse von im
Mittel 10-15 erreicht. Zu diesem Zeitpunkt ist in allen untersuchten Gehirnareale von einem
signifikanten Unterschied der Gewebe/Blut-Quotienten auszugehen. Die ermittelten
Signifikanzniveaus sind in Abbildung 4.2.7.A-F angegeben.

e Signifikanzniveau im Student’s t-Test p < 0,05.
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Tab. 4.2.3.: Mittlere Liquor/Blut-Quotienten von (+)-TCP nach i.p.- bzw. i.n.-Gabe von 0,5
mg/kg KG rac-TCP (n = 3).

Untersuchtes Gehirnareal i.n.-Applikation i.p.-Applikation

2min |10 min| Tendenz || 2 min | 10 min | Tendenz

Bulbus olfactorius 1,6 1,6 =4 0,9 1,1 a

Cerebellum 1.4 1,3 = 1,0 1,3 a

Cortex 1,6 1,5 = 1,2 2,0 1

Medulla oblongata 1,5 1,7 a 1,1 1,7 1

Mesencephalon 1,6 1,6 = 1,3 2,0 1

Thalamus 1,3 15 a 1,0 1,3 a

Fur die MeRpunkte der untersuchten Gehirnareale unter 20 Minuten fir die eine
Stabilisierung mit Ascorbinsaure erfolgt war, konnten die Gewebe/Blut-Quotienten auch fur
das (+)-TCP bestimmt werden. In Tabelle 4.2.3. sind die berechneten Gewebe- bzw.
CSF/Blut-Quotienten dargestellt. Es zeigte sich hierbei ein dem (-)-Enantiomer &hnliches
Bild: Bei nasaler Applikation wurden nach zwei Minuten hdhere Gewebe/Blut-Quotienten
gefunden als nach i.p.-Gabe; (10 Minuten nach Applikation) war fir die Quotienten aller
Gehirnareale nach i.p.-Gabe ein Anstieg festzustellen, wéhrend die entsprechenden
Quotienten nach Applikation auf die Nasalmucosa im Vergleich zum 2-Minuten-Wert
stagnierten bzw. nur noch leicht anstiegen.

Eine statistische Signifikanz der Unterschiede war mit Hilfe des t-Test nach Student jedoch
nicht nachweisbar. Die gefundenen Gewebe/Blut-Quotienten des (+)-Enantiomers lagen im
Vergleich zum (-)-TCP zu den entsprechenden Zeitpunkten um den Faktor 3-5 niedriger. In
Abbildung 4.2.8.A-B sind die berechneten Liquor/Blut-Quotienten fir beide TCP-
Enantiomere dargestellt. Es ist hierbei zu beachten, dal3 nach i.p.-Gabe nicht bei allen
Versuchstieren eine CSF-Probengewinnung gegliickt war, so dafld luickenhafte Daten
vorlagen, bzw. die Angabe einer Standardabweichung nicht immer méglich war.

Zu allen Zeitpunkten, an denen ein Vergleich zwischen den beiden Applikationsvarianten
maoglich war, konnten fir das (-)-TCP nach Gabe in die Nasenhdhle héhere CSF/Blut-
Quotienten berechnet werden. Fir das (+)-TCP ist eine Aussage aufgrund der
ausgepragteren Streuung der MelRRwerte nicht moglich. Wie auch beim Kokain ist ersichtlich,
dal3 die fir die CSF/Blut-Quotienten erhaltenen Werte flir beide TCP-Enantiomere um eine
Zehnerpotenz niedriger lagen als die vergleichbaren Hirngewebe/Blut-Quotienten.
Signifikante Quotientenunterschiede zwischen den Applikationsarten waren mit Hilfe des t-
Test nach Student nicht nachweisbar.
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Abb. 4.2.7.A-F: Gewebe/Blut-Quotienten in verschiedenen anatomischen Untereinheiten des Ratten-
ZNS nach i.p.- bzw. i.n.-Applikation von 0,5 mg/kg rac-TCP (n = 3—5)1.

. Signifikanzniveaus der Quotienten: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,005
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Abb. 4.2.8.A-B: Liquor/Blut-Quotienten nach i.p.- bzw. i.n.-Applikation von 0,5 mg/kg rac-
TCP bei der Ratte (n = 3-5).

4.2.5. Untersuchungen an Caco-2-Zell-Monolayern

Ausgehend von der ausgepragten und offenbar Lipophilie-bedingten Permeation in das ZNS
wurde postuliert, dass TCP generell gut durch biologische Barrieren permeiert, und dies in
vitro am System der Caco-2-Zellmonolayer verifiziert. Man ging davon aus, dass auch hier
die Permeabilitdt sehr hoch sein wirde. Zur Charakterisierung des TCP-Transportes sollten
die effektiven Permeabilitdten (P.x) berechnet und gepruft werden, ob eine Diskriminierung
der beiden TCP-Enantiomere beim Durchgang durch die intestinale Zellschicht erfolgt. In
Abbildung 4.2.9. sind die ermittelten Daten dargestellit.

Es zeigte sich eine starke Anreicherung beider TCP-Enantiomere auf der Akzeptorseite des
Systems. Bereits nach 20 Minuten waren dort mit 0,8 pg/ml mehr als 25% der
Endkonzentration erreicht. Wie aus der Darstellung 4.2.9. deutlich wird, scheint sich nach
120 Minuten Versuchsdauer ein Gleichgewicht zwischen Akzeptor und Donorseite
einzustellen, wobei die Konzentration auf der Donorseite bei ca. 14 pg/ml und auf der
Akzeptorseite bei ca. 3 pg/ml lag.

Signifikante Unterschiede der Enantiomerenkonzentrationen waren weder auf der Donor-
noch der Akzeptorseite festzustellen. Aus dem linearen Anteil der Konzentrations-Zeit-
Verlaufe (Zeitpunkte 0 bis 80 Minuten) wurde die effektiven Permeabilitaten (Peg) flr beide
Enantiomere nach Gleichung 4.2.1. berechnet.

Pert = de/dtx60™ A xCy™ (4.2.1)

Hierbei stellt dc/dt die Steigung des Konzentrations-Zeit-Verlaufes dar, wahrend A die
Filterflache [cm?] und C, der Ausgangskonzentration [nmol/l] der Donorseite reprasentiert.
Es ergaben sich als Mittelwerte (n = 3) folgende Daten:

Peit [(-)-TCP] = 17,8x10° (£3,2x10°) cmxs™,
Pert [(+)-TCP] = 17,9x10° (£3,2x10°%) cmxs™,

die vergleichsweise hohe Werte flr diesen Parameter darstellen und keine Unterschiede
zwischen den Enantiomeren erkennen lassen.
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Abb. 4.2.9.: Konzentration der TCP-Enantiomere aus Permeationsversuchen durch Caco-2-Monolayer-
Zellschichten.
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4.3. Untersuchungen zum Baclofen

4.3.1. Analytische Methode fur Baclofen in Blut und Geweben

Da sich Baclofen bereits seit vielen Jahren im klinischen Einsatz befindet, sind fur diesen
Wirkstoff zahlreiche analytische Methoden publiziert. In der Literatur sind vor allem achirale
analytische Methoden beschrieben, wobei gaschromatographische und flissig-
chromatographische Verfahren angewendet werden. Beispiele fir GC-Methoden sind
Arbeiten von Degen und Riess [1976], Anderson et al. [1984], Kochak und Honc [1984] und
Fraser et al. [1991], wobei auffallt, da die Anreicherung des Baclofen aus verschiedenen
biologischen Matrizes offensichtlich grof3e Probleme bereitet. Noch weiter als GC/MS-
Methoden sind flissigchromatographische Verfahren zur Bestimmung von Baclofen
verbreitet. Aus biologischem Material erfolgt die Isolierung entweder mit Hilfe von
Festphasenextraktions-Verfahren oder durch Proteinprazipitation. Die Detektion gelingt
durch Messung der UV-Absorption [Harrison et al., 1985; Wuis et al., 1987b; Sallerin-Caute
et al., 1988; Rustum, 1989]. Nach Derivatisierung mit Fluorophoren wird eine entsprechende
Detektion von Wuis et al. [1987a], Wall und Baker [1989] und Tosunoglu und Ersoy [1995]
beschrieben.

Wie beim TCP handelt es sich ja auch beim Baclofen um eine chirale Substanz, die als
Razemat im Handel ist und als solches in der Therapie eingesetzt wird. In der Literatur
wurden demnach auch verschiedene enantioselektive Methoden beschrieben: Mit Hilfe einer
GC-Technik konnten Sioufi et al. [1988] die Baclofenenantiomere in Humanplasma und -urin
guantifizieren. Ein direktes flissigchromatographisches Verfahren wurde von Weatherby et
al. [1984] vorgestellt, bei dem die praparative Trennung von razemischem Baclofen aus
Lésung mittels einer achiralen C-18 Phase und eines chiralen Eluenten gelang. Dartber
hinaus sind weitere indirekte HPLC-Verfahren publiziert, bei denen verschiedene CDA’s
angewendet wurden und die Trennung der entstehenden diastereomeren Derivate auf
achiralen stationaren Phasen durchgefuhrt werden konnte [Wuis et al., 1985; Wuis et al.,
1987a; Spahn et al., 1988].

Analytische Methoden zur Bestimmung von Baclofen in Geweben sind selten. Wall und
Baker [1989] beschreiben eine Festphasenextraktions-Methode aus Rattenleberhomogenat
mit der anschlieBenden (achiralen) Derivatisierung mit OPA und tert-Butylthiol. In einer
Arbeit von Popova et al. [1995] wird die achirale Quantifizierung von Baclofen in
Rattenplasma und Rattenhirngewebe beschrieben. Als Aufarbeitungsvorschrift wird eine
Proteinprazipitation mit Acetonitril angegeben, die erreichbare Nachweisgrenze fir rac-Bac
(UV-Detektion) lag bei 400 ng/g Gewebe. Eine weitere Verbesserung der Nachweisgrenze
auf Grundlage dieser Arbeitsvorschrift konnte nicht erreicht werden. Ein &hnliches Verfahren
zur Aufbereitung von Hirngewebeproben wird von Deguchi et al. [1995] vorgeschlagen. Zur
Proteinprazipitation erfolgt der Zusatz von wassrigem Methanol, wobei nach
Homogenisierung eine Fallungszeit von 8 Stunden bei -20°C angegeben wurde. Nach
Zentrifugation erfolgt eine achirale Derivatisierung mit OPA und 2-Mercaptoethanol.

Aufgrund der sehr niedrigen Dosis, die in der vorliegenden Arbeit appliziert wurde
(1 mg/kg KG), konnte nur fir Rattenvollblut und CSF Proteinpréazipitationen fir die
Aufreinigung eingesetzt werden. Als gut verwendbar fur diesen Zweck erwies sich Methanol,
wahrend nach Zugabe von Acetonitril eine Wiederfindung von Baclofen im vorliegenden
Konzentrationsbereich nicht moglich war.

Zur Analytik in Rattenhirngewebe muf3te ein neues Aufarbeitungsverfahren entwickelt
werden, um die bei der Blut- und CSF-Matrix notwendige Verdinnung im Rahmen der
Proteinprazipitation zu vermeiden. In Anlehnung an eine Arbeit von Sioufi et al. [1988]
erfolgte die Entwicklung einer Festphasenextraktions-Methode, die den Nachweis von
15 ng/g Hirngewebe ermdglichte. Als analytische Methode fir die vorgesehene Studie mit
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Baclofen wie auch den Esterderivaten (s. Kapitel 4.4.) sollte eine von Wuis beschriebene
enantioselektive Methode auf die zu untersuchenden Matrizes der Ratte umgearbeitet
werden [Wuis et al., 1987a]. Das vorgeschlagene Verfahren zeichnet sich durch - im
Vergleich zu anderen Arbeiten mit den Derivatisierungsreagenzien OPA und NAC -
aullergewohnliche Derivatisierungsbedingungen aus: Wahrend andere Autoren auf die
Labilitat und die damit verbundene kurze Quantifizierbarkeit der entstehenden
Isoindolderivaten hinweisen, schlagt Wuis eine Reaktionszeit von 20 Minuten bei einer
Temperatur von 70°C vor.

In der Tat konnten bei der Reproduktion Diastereomeren-artige Signale im Chromatogramm
nachgewiesen werden, die jedoch - beide - in gleicher Intensitat und bei gleichen
Retentionszeiten ebenfalls bei Umsetzung der einzelnen Enantiomere des Baclofens
auftraten und sich auch bei der Derivatisierung von Leerproben ergaben (Abb. 4.3.1.B). Im
Gegensatz dazu zeigt Abbildung 4.3.1.A-B jeweils ein einzelnes Signal (Retentionszeit ca.
10 Minuten), das nur in Gegenwart von Baclofen zu beobachten war. Eine Trennung der
diastereomeren Isoindol-Derivate konnte unter keinen Umsténden erzielt werden.
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Abb. 4.3.1.A: Umsetzung von rac-BAC bei Abb. 4.3.1.B: Umsetzung von rac-Bac bei
RT (Reaktionszeit 60 Sekunden). 70°C (Reaktionszeit 20 Minuten).

Abb. 4.3.1.A-B: Umsetzung von rac-Baclofen mit OPA und NAC bei verschiedenen
Bedingungen.

Obwohl eine enantioselektive analytische Methode wiinschenswert gewesen wére, wurde
ein an die Arbeiten von Wuis angelehntes achirales analytisches Verfahren entwickelt. Durch
den ,Verlust® der Informationen in Bezug auf die Enantiomerenverteilung konnte eine
verbesserte Nachweisgrenze erreicht werden. Als sehr vorteilhaft erwies sich dies bei der
Konzentrationsbestimmung von Baclofen im Hirngewebe und bei der Untersuchung von in-
vivo riickgespaltenem Baclofen im Rattenvollblut nach Gabe der Baclofenesterderivate (s.
Abschnitt 4.4.).

4.3.2. Baclofen-Blut-Konzentrationen

Im Rahmen der kinetischen Charakterisierung der Dispositionsparameter von Baclofen
wurde der in Abbildung 4.3.2.A dargestellte mittlere Konzentrations-Zeit-Verlauf erhalten.
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Abb. 4.3.2.A: l.v.-Applikation (n = 3). Abb. 4.3.2.B: I.p.- bzw. i.n.-Applikation
(n = 3-4).

Abb. 4.3.2.A-B: Baclofen-Konzentrations-Zeitverlaufe im Blut Gber 3,5 h nach i.v.- bzw. Uber
70 Minuten nach i.p.- oder i.n.-Applikation von 1,0 mg/kg KG rac-Baclofen bei der Ratte
(**=p<0,01).

Aus den individuellen Konzentrations-Zeit-Profilen (Abb. 4.3.2.A) wurden die in Tabelle 4.3.1.
zusammengefalRten pharmakokinetischen Daten berechnet.

Tab. 4.3.1.: Berechnete pharmakokinetische Parameter zur i.v.-Applikation von 1,0 mg/kg
rac-Baclofen (n =3).

Parameter Mittelwert Parameter Mittelwert
Crax [ng/ml] 1733 AUMC [ugxmin®xml™] 16067
k [min™] 5,33x10° MRT [min] 158
ty, [min] 133 CL [mixmin™] 10,13
AUC [pgxminxml™] 99,80 Vss [1] 1,57

Aus den Untersuchungen zur Bestimmung der Hirngewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten
wurden ebenfalls punktuell Blutkonzentrationen (fir jedes verwendete Tier ein Mel3punkt)
erhalten (s. Abb. 4.3.2.B). Sowohl fur die i.p.- wie fur die i.n.-Gabe wurden 20 Minuten nach
Applikation die héchsten mittleren Konzentrationen bestimmt, zu diesem Zeitpunkt liegt ein
signifikanter Konzentrationsunterschied zugunsten der i.p.-Gabe vor (Student’s t-Test:
p <0,01).

Nach i.v.-Gabe konnte eine Cn,x von um 1700 ng/ml nach einer Versuchszeit von weniger
als 3 Minuten abgeschéatzt werden, wahrend nach Applikation in das Peritoneum nach
20 Minuten ein Mittelwert von 1250 ng/ml Vollblut gemessen wurde. Die mittlere
Spitzenkonzentration nach Applikation auf die Nasalmukosa lag im Blut mit 550 ng/ml bei
45% im Vergleich zur mittleren Maximalkonzentration nach i.p.-Gabe bzw. bei 1/3 der
Spitzenkonzentration nach i.v.-Applikation.

4.3.3. Baclofen-Gehirn- und -Liquor-Konzentrationen und hieraus berechnete

Gewebe/Blut-Quotienten

In Abbildung 4.3.3.A-B sind die mittleren Hirngewebe- bzw. CSF-Konzentrations-Zeitprofile
nach i.p.- bzw. i.n.-Applikation von rac-Baclofen dargestellt. Es zeigten sich im Student’s t-
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Test (p > 0,05) keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden untersuchten
Applikationswegen. Qualitativ laf3t sich jedoch ableiten, daf initial (5 Minuten nach der
Applikation) nach i.p.-Gabe im Gegensatz zur Applikation auf die Nasalmucosa der
Nachweis hoherer Baclofenkonzentrationen im Hirngewebe maoglich war. Im weiteren Verlauf
(20 Minuten nach Applikation) kommt es nach nasaler Gabe zu einem starkeren Anstieg der
Gewebekonzentration im ZNS als nach Injektion ins Peritoneum.
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Abb. 4.3.3.A-B: Baclofen-Konzentration im Gesamthirn bzw. in der CSF der Ratte nach i.p.-
bzw. i.n.-Applikation von 1,0 mg/kg KG rac-Baclofen in Abhangigkeit der Zeit (n = 3-4).

Baclofen konnte im Liquor der Ratte nur in niedrigen Konzentrationen nachgewiesen
werden. Es zeigten sich zudem hohe Variabilitaten in den aufgefundenen Konzentrationen.
In Abbildung 4.3.3.B sind die entsprechenden Mittelwerte fur die CSF-Konzentrationen
dargestellt. Signifikante Konzentrationsunterschiede konnten mit Hilfe des Student’s t-Test
nicht nachgewiesen werden.

Die aus Blut- und Gewebekonzentrationen berechneten Gewebe/Blut-Quotienten sind in
Abbildung 4.3.4. dargestellt.
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Abb. 4.3.4.: Berechnete Gehirn/Blut-Quotienten nach Applikation von 1,0 mg/kg KG rac-
Baclofen in Abhangigkeit von Zeit und Applikationsart (n = 3-4; ** = p < 0,01).
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Da initial nach nasaler Gabe ein Nachweis von Baclofen im Hirngewebe nicht in jedem Fall
moglich war, kann fur diesen Zeitpunkt kein Quotient angegeben werden. Nach i.p.-Gabe
wurde initial ein Quotient von im Mittel 0,11 gefunden, nach 20 Minuten lag der mittlere
Quotient bei 0,05. 20 als auch 70 Minuten nach der Applikation auf die Nasalmucosa
konnten relativ hohe Hirngewebe/Blut-Quotienten nachgewiesen werden, die in der
Grollenordnung des initial gefundenen Verhaltnisses nach i.p.-Gabe lagen, die aber nur zum
Zeitpunkt 20 Minuten nach Applikation einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
beiden Applikationsvarianten zeigten (Student’s-t-Test; p < 0,01). Auf die Berechnung von
Liquor/Blut-Quotienten wurde aufgrund der hohen Variabilitdten und der unzureichenden
Datenlage verzichtet.

4.3.4. Baclofen-Penetrationsversuche am Everted-sac-Modell der Ratte

Erganzend zu Untersuchungen, die von Krauss [1988] am ,everted-sac-Modell* der Ratte
durchgefuhrt wurden, wurden weitere Steady-state-Studien und Untersuchungen zur
Zeitabhangigkeit der Penetration durchgefiihrt. Die erhaltenen Resultate dieser
Untersuchungen sind in Abbildung 4.3.5.A-B dargestellt.
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Abb. 4.3.5.A-B: Konzentrationen im Puffer
(Permeationsuntersuchungen am Everted-sac-Modell der Ratte)®.

! Jeder Mittelwert fiir Jejunum-Abschnitte wurde aus vier; fiir lleum-Abschnitten aus zwei Segmenten derselben
Ratte bestimmt.

% Auf serosaler Seite besteht kein signifikanter Unterschied zur eingesetzten Konzentration (2720 + 20 ng/ml).
Nur bei der Serosakonzentration wirden signifikante Unterschiede von der eingesetzten Konzentration Hinweise
auf aktive Transportph&nomene in resorptiver Richtung geben.

8 Signifikanzniveaux im Student’s t-Test: * = p < 0,05; ** = p < 0,01
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Bei der Untersuchung der Zeitabhéangigkeit (4.3.5.A) des Baclofen-Transportes konnte eine
Konzentrationszunahme auf der serosalen Darmseite sowohl bei den Jejunum- als auch den
lleumpraparaten nachgewiesen werden. Zu allen Zeitpunkten lag die mittlere Konzentration
auf der Serosaseite der Jejunumpraparate Uber dem in den lleumabschnitten; eine
statistische Signifikanz im Student’s t-Test lieR sich jedoch nur zum Zeitpunkt 30 Minuten
nachweisen (p < 0,05).

Die Konzentrationen der Mucosaseite zeichnen sich durch auffallend hohe Variabilitaten aus.
Der Konzentrations-Zeit-Verlauf auf dieser Seite der Darm-Praparate nahm fir die
Jejunumabschnitte im Mittel zunéachst ab, um nach 30 Minuten einen leichten Anstieg zu
zeigen. Die Konzentrationswerte der lleumpraparate waren vergleichsweise variabel, so daf3
eine Tendenz nicht erkennbar war. Mittels des Student’s t-Testes konnte auf der
Mucosaseite zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen
Jejunum- und Illeumabschnitten festgestellt werden.

Beim Vergleich der Baclofen-Konzentrationen auf mucosaler und auf serosaler Seite im
Rahmen der Gleichgewichts-Untersuchungen (Abb. 4.3.5.B) zeigte sich sowohl fir die
Jejunum- als auch die lleumabschnitte eine héhere Konzentration auf der Mucosaseite. Ein
signifikanter Konzentrationsunterschied war jedoch nur fur die Jejunum-Abschnitte der Ratte
2 nachweisbar (p < 0,01). Signifikante Differenzen zwischen den Jejunnum- und lleum-
Abschnitten waren bei diesem Versuchsansatz nicht nachzuweisen.
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4.4. Untersuchungen zu den Baclofen-Esterderivaten

4.4.1. Synthese der Baclofen-Esterderivate und Versuch der Entwicklung einer
analytischen Methode

Ausgehend vom Baclofen-Reinsubstanz erfolgte die Synthese einer homologen Reihe von
Esterderivaten. Insgesamt wurden funf Abkdommlinge des Baclofens dargestellt (Methyl-,
Ethyl-, 1-Propyl-, 2-Propyl- und n-Butylester). Die Synthese gelang ohne Schwierigkeiten
nach einem von Fuson und Wojcik [1943] publizierten Verfahren. Alle Umsetzungen erfolgen
nahezu quantitativ, der noch nachzuweisende Gehalt an nicht umgesetztem Baclofen lag
nach der Umsetzung bei maximal 1%, nach Umkristallisation unter 0,1 %. Ohne Probleme
konnte fur alle synthetisierten Derivate, die als Hydrochloride anfielen, eine
physikochemische Charakterisierung erfolgen (MS-, IR-, NMR-Spektroskopie), wobei auch
die Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten bestimmt wurden. Wie zu erwarten war, zeigte
sich in der homologen Reihe vom Methylester zum n-Butylester eine deutliche Zunahme der
Lipophilie [logDs (Verteilungskoeffizienten): Baclofen -0.96 (0,11); Methylester 0,47 (3,0);
Ethylester 0,77 (5,9); 1-Propylester 1,31 (20,2); 2-Propylester 1,27 (18,6); Butylester 1,42
(26,4)].

Wie fur die Muttersubstanz wurden auch fur die Baclofenesterderivate vergleichende i.p.-
bzw. i.n.-Untersuchungen an Ratten durchgefuhrt. Ziel war es hierbei, die Gewebe/Blut- bzw.
Liquor/Blut-Quotienten sowohl der Esterderivate als auch des riickgespaltenen Baclofens zu
bestimmen. Als analytische Methode sollte ein Verfahren in Anlehnung an die analytische
Methode fur die Muttersubstanz Baclofen entwickelt werden. Wéahrend die Bestimmung des
rickgespaltenen Baclofens nach der in Abschnitt 4.3. beschriebenen Methode ohne
Schwierigkeiten gelang, war eine Derivatisierung der Esterderivate von Baclofen mit OPA
und NAC nicht mdglich, obwohl in zahlreichen Publikationen die Anwendung dieser
Reagenzien fiur die selektive Umsetzung von primaren Aminen beschrieben ist (s. Abschnitt
4.2)).

Um eine Quantifizierung der Esterderivate dennoch zu erreichen, wurden Versuche mit S-
Naproxen-Saurechlorid in Anlehnung an eine Arbeit von Spahn [Spahn et al., 1988] sowie
mit den alternativen chiralen Reagenzien Carprofenisocyanat bzw. N-Methyl-
Carprofenisocyanat [Herber, 1994] durchgefihrt, die jedoch aufgrund von Problemen in
Bezug auf Ausbeute und Selektivitat der Ester-Extraktion nicht zum Erreichen von
akzeptablen Nachweisgrenzen fihrten. Auch der Versuch, die Esterderivate indirekt nach
Hydrolyse und unter Anwendung der Baclofen-Methode zu quantifizieren, fuhrte nicht zum
Erfolg: Weder durch saure noch durch alkalische Hydrolyse - auch bei erh6hter Temperatur
— konnte im analytischen Mal3stab eine reproduzierbare Spaltungsausbeute erreicht werden
(die Ausbeuten lagen jeweils nur zwischen 35 und 70%).

4.4.2. In-vivo-Spaltung der Baclofenester-Derivate im Rattenvollblut und
Rattenhirngewebe

Da fur die Baclofen-Esterderivate - analog zur Muttersubstanz - Untersuchungen zur
Hirngewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten durchgefuhrt wurden, lagen ausreichend grol3e
Mengen an Untersuchungsmaterialien (Blut, Hirngewebe) vor. Daher konnte nach dem fur
die Muttersubstanz validierten Verfahren die Blutkonzentration des in vivo entstandenem
Baclofen bestimmt werden konnte. Es wurden dabei die in Abbildung 4.4.1. dargestellten
Konzentrations-Zeitverlaufe erhalten.
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Abb. 4.4.1.C: Baclofen-1-propylester
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Abb. 4.4.1.D: Baclofen-2-propylester
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Abb. 4.4.1.E: Baclofen-n-butylester
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Abb. 4.4.1.A-E: Konzentrationen an riickgespaltenem Baclofen in Rattenblut nach
Applikation der verschiedenen Baclofen-Esterderivate.

Es wurden - unabhéngig von der Applikationsart - nach Gabe des Methylesters und der
beiden Propylester Baclofen-Konzentrationen detektiert, die im Blut deutlich unter 100 ng/ml
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lagen. Nach Gabe des Butylesters konnte - ebenfalls unabhdngig von der
Applikationsvariante - eine maximale Baclofen-Blutkonzentration von ca. 100 ng/ml
gefunden werden.

Eine auffallende Abweichung zeigt der Baclofenethylester. Fir dieses Derivat konnten nicht
nur auffallend hohe Baclofen-Konzentrationen im Blut, sondern auch ein signifikanter
Unterschied zwischen den untersuchten Applikationsvarianten festgestellt werden. Bereits 5
Minuten nach i.p.-Gabe wurden im Mittel 130 ng/ml Baclofen nachgewiesen, 20 Minuten
nach der Applikation lagen die mittleren Konzentrationen an rac-Baclofen sogar bei 250
ng/ml, wobei jedoch relativ hohe Schwankungen zwischen den Tieren zu beobachten waren
[aufgrund der interindividuellen Schwankungen lag des Signifikanzniveau zu diesem
Zeitpunkt (20 Minuten) mit p = 0,06 knapp Uber der festgesetzten Signifikanzschwelle von
p < 0,05].

Im Gegensatz zu den anderen Verbindungen und der i.p.-Applikation konnte nach nasaler
Applikation fur den Baclofenethylester eine annéhernd lineare Zunahme der Baclofen-
Konzentration im Mef3zeitraum (5 — 60 min) beobachtet werden, wobei nach 60 Minuten ein
mittlerer Spiegel von um 140 ng/ml erreicht wurde. Dies entspricht im Vergleich der
hochsten gemessenen Baclofen-Konzentration, die nach i.n.-Gabe der Esterderivate
gefunden wurde.

Bei der Uberpriifung der eingesetzten Ester-Reinsubstanz ergab sich im Falle von Baclofen-
Ethylester kein nachweisbarer Baclofen-Restgehalt, so dass von einer Substanzreinheit von
>99,9 % auszugehen ist. Hier unterschied sich der Baclofen-Ethylester nicht von allen
anderen Estern.

Aufgrund der ausreichend grof3en Hirngewebe-Probenmengen, die bei den Untersuchungen
zur Gewebe/Blut-Verteilung der Baclofen-Esterderivate entnommen worden waren, konnte
auch in dieser Matrix problemlos eine Quantifizierung von Baclofen erfolgen. Bei Analysen
des Rattenhirngewebes konnte fir keinen Ester der eindeutige Nachweis bzw. gar eine
Quantifizierung von freiem Baclofen erfolgen. Selbst im Fall des Baclofen-Ethylesters
20 Minuten nach der Applikation, d.h. zum Zeitpunkt der hochsten nachgewiesenen
Blutkonzentration, lag die Hirngewebe-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze von
15 ng/g.

Aufgrund der nur geringen verfligbaren Probenvolumina bei Rattenliquor (80-150 pl) konnte
bei diesen Proben lediglich eine Analyse durchgefuhrt werden, eine Wiederholung ware
nicht moglich gewesen. Aus diesem Grund wurden die bei den Untersuchungen
gewonnenen CSF-Proben nicht analysiert. Es sollte vielmehr im Rahmen eines anderen
Projektes eine Analysenmethode entwickelt werden, die moglichst eine simultane
Quantifizierung sowohl der noch vorhandenen Ester-Derivate wie auch des riickgespaltenen
Baclofens in der Probe ermdglichen wiirde.

4.4.3. Untersuchungen zur Konformation der Baclofen-Esterderivate

Da sich bei den durchgefihrten Untersuchungen sowohl in vivo als auch in vitro (auf3er beim
Baclofen-Ethylester) eine auRergewthnliche Reaktionstragheit aller Baclofen-Esterderivate
gezeigt hatte, sollte mit Hilfe der Molecular Modelling Software MOMO (Prof. Dr. E. Egert,
Institut fir Organische Chemie, J. W. Goethe-Universitat Frankfurt/Main) die energetisch
gunstigste Konformation sowohl fir die Muttersubstanz als auch exemplarisch fir den
Baclofen-Methylester berechnet werden [Dyrbusch et al., 1991]. Insbesondere sollte geprift
werden, ob anhand der hierbei erhaltenen Konformationsvorschlage eine Erklarung der
experimentellen Befunde mdglich sein wirde.
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Bei den Berechnungen ergaben sich die in Abbildung 4.4.2.A-E dargestellten
Konformationsvorschlage.

Aufgrund der (bereits vorher bekannten) pKs-Werte fur Baclofen von 3,9 (NH,) und 9,6
(COOH) muf3 fur den physiologischen pH-Bereich eine zwitterionische Struktur postuliert
werden, deren wahrscheinlichste Konformation durch eine gestreckte n-Butylkette
charakterisiert ist [Pirard et al., 1994]. Eine solche gestreckte Konformation konnte auch im
Rahmen der hier mit Hilfe der verwendeten MOMO-Software durchgefihrten Berechnungen
fur die Muttersubstanz ermittelt werden (Abb. 4.4.2.E).

Die gewonnenen analytischen Resultate (s. Experimenteller Teil) sprechen dafur, dal? die
Esterderivate an der NH,-Funktion protoniert, d.h. als NH;" vorliegen. Bei der Ermittlung der
wahrscheinlichsten Konformation fiir den protonierten Baclofen-Methylester konnte in der
Tat eine  Siebenringstruktur  nachgewiesen  werden, bei der eine starke
Wasserstoffbriickenbildung  zwischen einem Proton der NH;'-Gruppe und dem
Carbonylsauerstoff der Carboxylgruppe besteht. Der energetische Vorteil einer solchen
Konformation zur gunstigsten nicht-zyklischen Struktur betragt mehr als 27 kJ/mol
(Abb. 4.4.2.A-B). Hieraus ist eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen dieser
ringférmigen Konformation abzuleiten.

In einer weiteren Berechnung wurde die Konformation fur den unprotonierten
Baclofenmethylester ermittelt (Abb. 4.4.2.C-D). Auch fur die neutrale Form der Verbindung
konnte als energetisch gtinstigste Konformation eine zyklische Siebenringstruktur gefunden
werden. Erstaunlich ist dabei, dal3 die Wasserstoffbriicke nicht zum Carbonylsauerstoff,
sondern zum Sauerstoff der Methoxygruppe ausgebildet zu werden scheint. Da der
energetische Vorteil der gunstigsten (= zyklischen) Konformation in diesem Fall nur ca.
2,4 kd/mol gegenuber der energiedrmsten gestreckten Form betragt, ist das Vorliegen dieser
Konformation nur mit geringerer Wahrscheinlichkeit abgesichert.
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Abb. 4.4.2.A: Protonierter Baclofenmethylester in der
gunstigsten berechneten cyclischen Konformation

Abb. 4.4.2.B: Protonierter Baclofenmethylester in der
gunstigsten berechneten gestreckten Konformation

Abb. 4.4.2.C: Unprotonierter Baclofenmethylester in der
gunstigsten berechneten cyclischen Konformation

Abb. 4.4.2.D: Unprotonierter Baclofenmethylester in der
gunstigsten berechneten gestreckten Konformation

O
<H

Abb. 4.4.2.E: Baclofen in der gunstigsten
berechneten Konformation

Wasserstoff-Briickenbindung

Abb. 4.4.2 A-E: Darstellung der energetisch
gunstigsten cyclischen bzw. gestreckten
Konformationen des Baclofenmethylester

(jeweils in protonierter und neutraler Form)

im Vergleich zur Muttersubstanz Baclofen.
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4.5. Untersuchungen zum Indometacin

4.5.1. Analytische Methode fir Indometacin in Blut und Geweben

Aufgrund der langen Erfahrung im klinischen Einsatz von Indometacin sind auch fur diesen
Wirkstoff zahlreiche analytische Methoden fir biologisches Material publiziert. Beispiele sind
GC-Methoden zur Quantifizierung von Indometacin in Serum, Plasma oder Urin [Helleberg,
1976; Arbin, 1977; Jensen, 1978]. Bei allen diesen Verfahren erfolgte vor einer
Derivatisierung eine herkdmmliche Flissig/Flussig-Extraktion. In einer neueren Arbeit wird
von Nishioka et al. [1990] eine Aufreinigung und Anreicherung mittels einer
Festphasenextraktions-Methode  vorgeschlagen. Parallel  zur  Anwendung  der
Gaschromatographie wurden dinnschichtchromatographische Verfahren benutzt, um
Indometacin in biologischen Matrizes zu quantifizieren; Beispiel hierflr ist eine Arbeit von
Sondergaard und Steiness [1979].

Zahlenmallig am stérksten in der Literatur vertreten sind HPLC-Verfahren zur Bioanalytik
des Indometacin. Schon zu Beginn der 80er Jahre wurden solche Analysenmethoden
beschrieben. Die HPLC-Analytik wird generell im RP-Modus auf Cis-Materialien als
stationare Phasen mit UV-Detektion durchgefiihrt werden. Die Aufarbeitung der biologischen
Proben erfolgt Giberwiegend Uber Protein-Prazipitation z.B. mit Hilfe von Acetonitril [Terweij-
Groen et al., 1980; Schollnhammer et al., 1986; Streete, 1989; Niopas und Mamzoridi, 1994]
oder Flussig/Flissig-Extraktion im sauren Milieu [Ghosh, 1992]. In einer Studie von Mawatari
et al. [1989] erfolgt die Detektion durch Messung der Fluoreszenzemission nach einer Post-
column-Derivatisierung, in einer Arbeit von Kazemifard und Moore [1990] wird ein
elektrochemischer Nachweis von Indometacin vorgeschlagen.

Neben diesen Analysenverfahren fur Indometacin selbst sind zahlreiche analytische
Methoden publiziert, bei denen Indometacin als innerer Standard bei der Quantifizierung
anderer Wirkstoffe aus biologischem Material eingesetzt wurde, so daf} eine Umkehrung
denkbar wére [Tsai und Chen, 1992; Tsai et al., 1992; Avgerinos et al., 1993].

Publizierte analytische Methoden zur Quantifizierung von Indometacin in komplexen Matrizes
(z.B. Organen) sind selten. In verschiedenen Arbeiten wurde radioaktiv markiertes
Indometacin verabreicht und die Gewebekonzentration durch Messung der Radioaktivitat in
den verschiedenen Geweben bestimmt [Hucker et al., 1966; Brune et al., 1980]. In einer
Arbeit von Okuyama und Aihara [1984] wird hingegen eine Flussig/Fllssig-Extraktion mit
anschliel3ender gaschromatographischer Quantifizierung vorgeschlagen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein von Streete [1989] publiziertes Verfahren verwendet,
das auf die Matrizes der Ratte ubertragen werden konnte. Die Probenvorbereitung bestand
fur alle untersuchten Probenmaterialien aus einer Proteinprazipitation mit Methanol im stark
sauren Milieu und anschlielender Flussig/Flussig-Extraktion mit Dichlormethan.

45.2. Indometacin-Blut-Konzentrationen

In Abbildung 4.5.1. sind die erhaltenen Daten zu den Konzentrations-Zeit-Verlaufen nach i.p.
und nasaler Applikation von jeweils 3 mg/kg Indometacin an mit Urethan narkotisierten
Ratten dargestellt.
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Abb. 4.5.1.: Indometacin-Konzentration in Rattenblut in Abhangigkeit von Zeit und
Applikationsart (n = 3).

Die mittleren maximalen Blutkonzentrationen wurden fir beide Applikationsarten nach ca.
10 Minuten detektiert. Bemerkenswert ist, dal3 — allerdings ohne statistische Signifikanz -
nach einer Beobachtungszeit von 10 Minuten bei nasaler Gabe mit im Mittel 17 pg/ml
Vollblut eine hohere Konzentration als nach i.p.-Applikation (12 pg/ml) gefunden wurde. Zu
den anderen untersuchten Zeitpunkten waren die gemessenen Blutspiegel, unabhéngig von
der Applikationsart, annahernd gleich.

4.5.3. Indometacin-Hirn- und -Liquor-Konzentrationen

In Abbildung 4.5.2. sind die berechneten Mittelwerte der Gewebekonzentrationen der
einzelnen untersuchten Gehirnareale und die Mittelwerte der CSF-Konzentrationen
dargestellt. Trotz der Variabilitaten kann anhand der Mittelwerte die Tendenz festgestellt
werden, daf3 in allen untersuchten Gehirnteilen nach Gabe auf die Nasalmukosa im
Vergleich zur Gabe in das Peritoneum initial eine héhere Konzentration zu beobachten ist.
Bei der statistischen Auswertung der vorliegenden Daten konnte mit Hilfe des t-Tests nach
Student nachgewiesen werden, dass die Indometacin-Konzentration im Rattencortex 10 min
nach i.n.-Gabe signifikant hoher waren als 10 min nach i.p.-Gabe (p < 0,05). Noch hdhere
Signifikanz war fur die Konzentrationsunterschiede im Thalamus 2 bzw. 20 min nach der
Applikation nachzuweisen; im Student’s t-Test wurde jeweils ein Signifikanz-Niveau von
p < 0,005 erreicht.

Betrachtet man die Mittelwerte der Konzentrationen nach nasaler Gabe in den anderen
untersuchten Gewebestrukturen (Medulla oblongata, Mesencephalon und Thalamus), so
zeigte sich im Mittel ein Gleichbleiben der Indometacin-Konzentration Uber den
Versuchszeitraum zwischen 1,5 und 2,0 pg/g Gewebe. Andere Befunde ergaben sich nach
i.p.-Gabe: Fur Cerebellum, Cortex und Mesencephalon zeigte sich im Lauf der ersten 20 min
nach Applikation eine Konzentrationszunahme von initial 0,8 bis 1,3 pg/g auf 1,6 bis
2,2 ug/g. Die erhaltenen Daten lassen eine Abschatzung einer Zeit bis zum Erreichen der
Maximalkonzentration (tnax) vVon 15 bis 25 Minuten zu. Im Gegensatz hierzu bleibt die
mittlere Gewebekonzentration in der Medulla oblongata wahrend der gesamten Versuchszeit
(60 min) konstant.
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Abb. 4.5.2.A-F: Konzentration von Indometacin in verschiedenen anatomischen
Untereinheiten des ZNS bzw. im CSF der Ratte in Abhangigkeit von Zeit und
Applikationsart.

Eine starke Abweichung von allen anderen untersuchten Gehirnteilen zeigt sich nach i.p.-
Gabe im Thalamus. Sowohl initial als auch 20 min nach Applikation lagen die Indometacin-
Konzentrationen in diesem Gehirnabschnitt unterhalb der Nachweisgrenze von 0,07 pg/g

! Aufgrund eines technischen Defekts waren die Konzentrationswerte fiir den Bulbus olfactorius nicht
auswertbar.
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Gewebe. Die 20 und 60 Minuten nach Applikation mel3baren Konzentrationen zeichneten
sich durch grof3e Schwankungsbreiten aus; allerdings war nicht bei allen untersuchten
Versuchstieren ein Nachweis von Indometacin in diesem Gehirnteil moglich.

Bei der Durchfuhrung der Tierversuche war — méglicherweise aufgrund einer zentralen Nebenwirkung -
bei allen nasal, nicht jedoch bei den i.p. behandelten Tieren eine Apnoe zu beobachten. Die Dauer der
Atemfunktionsstérung lag bei ca. 60 Sekunden. Nach dieser Zeit setzte eine normale Atmung wieder
ein, ohne daR sich im weiteren Verlauf des Versuches (liber 60 Minuten) weitere Unregelmafigkeiten
zeigten. Ein derartiger Effekt war von Huang et al. [1995], die ebenfalls Indometacin in gleicher
Dosierung nasal an Ratten verabreicht hatten, nicht beschrieben worden.

Im Liquor cerebrospinalis konnte nach i.n.-Gabe tber den gesamten Versuchszeitraum ein
konstanter mittlerer Indometacingehalt von ca. 0,4 pg/ml nachgewiesen werden. Trotz sehr
lickenhafter Datenlage fur Konzentrationswerte, die nach i.p.-Gabe erhalten wurden, deuten
sich allerdings in diesem Fall hdhere CSF-Konzentrationen nach Applikation ins Peritoneum
an.

4.5.4. Hirngewebe/Blut- und Liquor/Blut-Quotienten

Aus den erhaltenen Gewebekonzentrationen der unterschiedlichen Gehirnteile bzw. der
Liguorkonzentration wurden die entsprechenden Gewebe/Blut- und (sofern maoglich)
CSF/Blut-Quotienten berechnet. Die sich ergebenden Quotienten sind in Abbildung 4.5.3.A-
F dargestellt. Im direkten Vergleich der Quotienten aus Hirngewebe in Abhé&ngigkeit der
Applikationsart konnte mit Ausnahme des Thalamus kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Im Mittel jedoch ergaben sich kurze Zeit nach der Applikation (zwei
Minuten) fur alle untersuchten Gehirnareale hohere oder gleich hohe Quotienten nach Gabe
auf die Nasalmukosa. Im weiteren Verlauf (10 - 20 Minuten nach Applikation) kam es - mit
Ausnahme vom Thalamus - in allen untersuchten Geweben zu einer Umkehr der Quotienten.
Es zeigten sich hohere oder gleich hohe Verhéltnisse nach i.p.-Gabe als bei
Nasalapplikation. Nach einer Versuchsdauer von 60 Minuten lagen schlie3lich im Mittel
wieder sehr ahnliche Hirngewebe/Blut-Quotienten vor.

Der Thalamus unterscheidet sich auch bei den Gewebe/Blut-Quotienten prinzipiell von allen
tbrigen untersuchten Arealen, da nach i.p.-Gabe die Wirkstoffkonzentrationen teilweise
unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Infolge dessen war eine Bestimmung entsprechender
Quotienten fir diese Applikationsvariante zu den Mefzeitpunkten 2 bzw. 10 min nicht
moglich.

In Abbildung 4.5.3.F sind die berechneten CSF/Blut-Quotienten dargestellt. Die berechneten
Quotienten lagen mit maximal 0,1 deutlich niedriger (Faktor 3-10) als die entsprechenden
Hirngewebe/Blut-Quotienten. Weiterhin deuten die vorliegenden — allerdings liickenhaften -
Daten darauf hin, daf3 nach i.p.-Applikation im Liquor hohere CSF/Blut-Quotienten auftreten
konnen als nach Gabe in die Nasenhohle.
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Abb. 4.5.3.A-F: Hirngewebe/Blut bzw. CSF/Blut-Quotienten von Indometacin in
verschiedenen anatomischen Untereinheiten des ZNS der Ratte in Abhangigkeit von Zeit
und Applikationsart (n = 3)*

! Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,005
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4.6. Korrelation der Gewebe/Blut-Quotienten gegen Lipophilie-Parameter

Fir die Substanzen, fir die eine Berechnung der Hirngewebe/Blut-Quotienten durchgefuhrt
worden war, konnte eine Korrelationsanalyse gegen die entsprechenden Octanol/Wasser-
Verteilungskoeffizienten durchgefihrt werden. Zu diesem Zweck wurden fiur alle Wirkstoffe
die Lipophilie-Parameter verwendet, die von Craig [1990] publiziert worden waren. In
Abbildung 9.1.A-D sind die sich ergebenden Korrelationen in Abhéngigkeit von der Zeit und

der Applikationsart dargestellt.
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Abb. 4.6.1.C.: 20 Minuten nach Applikation
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Abb. 4.6.1.A-D: Korrelation der erhaltenen Gesamthirn/Blut-Quotienten mit den Lipophilie-
Parametern der untersuchten Wirkstoffe in Abr;éingigkeit von Zeit und Applikationsart
(n =3-5).

Bei der angegebenen Darstellung ist zu beachten, daf3 fir TCP innerhalb der ersten
10 Minuten ein mittlerer Hirngewebe/Blut-Quotient berechnet wurde, der sich bei achiraler
Analyse des gesamten Organs ergeben héatte, d.h., es wurde ausgegangen von der
Konzentration von (-)- und (+)-TCP zusammen. Zu den spéateren Zeitpunkten bezieht sich
das Gewebe/Blut-Verhaltnis nur auf das (-)-TCP. Im Fall des Indometacin reprasentieren die

! Fir Baclofen war der Zwei-Minuten-Wert nach Applikation nicht berechenbar.

2 Aufgrund unzureichender Daten kénnen fur Baclofen zehn Minuten nach Applikation keine Angaben gemacht
werden.

® Die Reihenfolge der Substanzen richtet sich nach der Zunahme Lipophilie (logP-Wert), s.a. Tab. 9.1.
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angegebenen Daten mittlere Gehirn/Blut-Quotienten (aus Mittelwerten aller Gehirnsegmente
ohne Bulbus olfactorius). Als weitere Korrektur wurde die Plasma-Eiweif3bindung eingefihrt:
Da nur der Anteil eines Pharmakons durch die Blut-Hirn-Schranke permeieren kann, der sich
ungebunden im Blut befindet, sollten die erhaltenen Blutkonzentrationen, die zur
Berechnung der in dieser Darstellung verwendeten Gewebe/Blut-Quotienten verwendet
wurden, entsprechend der Plasma-Eiweif3bindung der jeweiligen Verbindungen korrigiert
werden. In Tabelle 4.6.1. sind die aus der Literatur entnommenen Lipophilie-Parameter,
Plasma-Eiweil3bindungen und hieraus berechnete Korrekturfaktoren angegeben.

Tab. 9.1.: Zur Korrelationsanalyse verwendete Lipophilie-Parameter, Plasmaeiweil3-
bindungen und Korrekturfaktoren.

Wirkstoff Octanol/Wasser | PlasmaeiweiR- | Korrekturfaktor Quelle
-Verteilungs- bindung far die
koeffizient Gewebe/Blut-
[logP] Quotienten
Baclofen - 0,96 ca. 30% 1,4 [Ochs und Reimann,
1995]
Tranylcypromin 1,49 unbekannt 1,2 - 1,62 [Nishihara et al., 1984;
Baselt und Cravey,
1989]
Kokain 2,30 ~gering” 1 [Ilten, 1994]
Indometacin 4,27 > 99% 100 [Bannwarth et al., 1990]

Nach diesen Korrekturen ergaben sich die zuvor in Abbildung 9.1.A-D dargestellten
Korrelationen. Wie vermutet, nimmt der gefundene Hirngewebe/Blut-Quotient mit steigender
Lipophilie zu; diese Beobachtung ist unabhangig vom Zeitraum nach Applikation. Ebenso
verlauft der Anstieg der Kurve/Korrelationsfunktion nicht linear, sondern eher exponentiell.
Fur die Unterschiede zwischen den Applikationsarten i.n. und i.p. konnte - mit Ausnahme der
signifikanten Unterschiede beim Kokain innerhalb der ersten 10 Minuten (s. Kapitel 4.1.1.) -
keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden.

! Entnommen aus Craig [1990].

> Fur TCP konnten in der Literatur keine Daten zur Plasma-EiweiRbindungen gefunden werden. Da fur
Amphetamin bzw. Amphetaminderivate von verschiedenen Autoren jeweils Plasmaeiweil3bindungen von 15% bis
36% angegeben wurden, wurde fur TCP ein Korrekturfaktor ca. 1,4 abgeschétzt.
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5. Diskussion
5.1. Kokain
5.1.1. Kokain- und BE-Konzentrationen in Blut, Liqguor und Hirngewebe der Ratte

Im Falle von Kokain ist die vergleichende Untersuchung der Nasalapplikation und der
systemischen Applikation deshalb von Bedeutung, weil die Aufnahme Uber die Nase im
Rahmen des miRbrauchlichen Einsatzes von Kokain sehr haufig erfolgt. Toxikokinetische
Daten liegen zwar aus Human- und Tierstudien vor [z.B. Iten, 1994; Cone, 1995], jedoch war
nach Nasalapplikation die Verteilung in das ZNS bisher nicht untersucht worden. Aufgrund
der Datenlage in der Literatur und zur Gewahrleistung der Vergleichbarkeit musste im Falle
von Kokain neben der i.p.- auch eine i.v.-Applikation durchgefuhrt werden.

Betrachtet man die ermittelten Konzentrations-Zeit-Verlaufe nach Nasalapplikation, so
ergeben sich im Vergleich zur Untersuchung am Menschen deutlich verlangerte tyn.. Diese
kann — auRer iiber Speziesunterschiede® - dadurch erklart werden, daR zu toxikokinetischen
Studien von Suchtstoffen nur solche Personen als Probanden zugelassen werden, die
gewohnheitsmaliig Drogen konsumieren [Van Dyke et al., 1978; Iten, 1994; Cone, 1995;
Julien, 1997]. Im Fall von Kokain kann es dabei durch die vasokonstriktorische Wirkung
bereits zu Veranderungen an der Nasalmukosa gekommen sein. DarUber hinaus wurde in
verschiedenen Studien an Ratten und Mausen nachgewiesen, dal’ friiherer Kontakt zu
Kokain (sogar eine einzige Aufnahme) das kinetische Verhalten und auch die Verteilung des
Wirkstoffs in hohem Ausmal verandert [Reith et al., 1987; Pettit et al., 1990; Pan et al.,
1991; Pettit und Pettit, 1994].

Im Rahmen der durchgefuhrten Studien wurde vor allem auf eine Vergleichbarkeit zwischen
den Substanzen geachtet und dementsprechend ein einheitliches Versuchsdesign gewabhilt.

Will man im Falle von Kokain die Literaturdaten mit den hier erhobenen vergleichen, so ist
zunéchst zu berlcksichtigen, da? von anderen Autoren in der Regel Plasma analysiert
wurde. Allerdings wurde beim Menschen ein ,blood-to-plasma ratio” von 1 gefunden, so daf3
dies nicht von Bedeutung zu sein scheint [Iten, 1994]. AuRerdem wurde eine deutliche
Abhangigkeit der kinetischen Parameter vom Entnahmeort [z.B. Konz. (arteriell) > Konz.
(vends); hier: Punktion der Vena cava inferior] gefunden [Lau et al., 1991; Evans et al.,
1996]. Auch Abweichungen bei Gewebe/Blut-Quotienten sind so zu erklaren. Insgesamt
findet man bei Kokain keine wirklich vergleichbaren Studien, da entweder die
Applikationswege, die Vorbehandlung der Tiere, die Spezies oder die Dosis bzw. das
Dosisregime abweichend waren [Devane et al., 1989; Lau et al., 1991; Reith et al., 1987].
Ein direkter Vergleich der Blut- bzw. Liquorkonzentrationen ist nur mit den Daten einer von
Barbieri et al. [1992] publizierten Studie moglich, dessen Angaben zum Konzentrations-Zeit-
Verlauf nach i.v.- Applikation in der eigenen Arbeit bestatigt werden konnten.

Die im Blut und Hirngewebe bestimmbaren Konzentrationen des Metaboliten
Benzoylecgonin (BE) lagen in der eigenen Arbeit an der Nachweisgrenze der analytischen
Methode. Die BE-Konzentrationen in den untersuchten CSF-Proben waren nicht mehr
eindeutig mel3bar. Aus diesem Befund kann abgeleitet werden, dalR die Stabilisierung mit
Oxalsaure und NaF einen In-vitro-Abbau des Kokains verhindert hat. Die niedrigen BE-
Spiegel stehen jedoch im Widerspruch sowohl zu Humanstudien [lten, 1994; Cone, 1995] als
auch zu Untersuchungen am Tier [Spear et al., 1989; Barbieri et al., 1992; Pettit und Pettit,
1994; Robinson et al.,, 1994], in denen 30 bis 60 Minuten nach Applikation deutliche BE-
Spiegel im Blutplasma ermittelt werden konnten.

! Von Wiener und Reith [1990] konnten sogar signifikante Unterschiede pharmakokinetischer Parameter schon innerhalb einer
Spezies (Maus) in Abhangigkeit der Rasse nachgewiesen werden.
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Vergleichsweise hohe Konzentrationen des Metaboliten BE wurden bei den vorher
erwahnten Humanstudien gefunden. Mdgliche Ursachen sind eine Enzyminduktion bei den
Humanstudien [Van Dyke et al., 1979; Van Dyke et al., 1982; Fischman et al., 1983; Iten,
1994; Cone, 1995; Julien, 1997] oder aber eine Biotransformationsbeeinflussung durch das
Anasthetikum Urethan (Carbaminsaureethylester) aufgrund der Esterase-hemenden Wirkung
bei den Rattenstudien. Auch andere Biotransformationswege koénnen durch Urethan
beeinflul3t werden [Giri und Bhide, 1969; Grogan et al., 1970; Glazer, 1973].

Weiterhin sind unspezifische Einflisse der Narkose auf Stoffwechselprozesse denkbar, z.B.
in der Leber, dem Hauptbiotransformationsorgan fur Kokain [Estevez et al., 1977; Kambam
et al., 1992; Kambam et al., 1994].

5.1.2. Gehirn/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals nachgewiesen werden, dal} die grol3ten
Hirngewebe/Blut-Quotienten bereits initial nach Applikation auf die Nasalmukosa erreicht
wurden. Ein Vergleich von Literaturdaten mit den eigenen Ergebnissen ist aufgrund der
differierenden Blutentnahmetechniken und des groRen Einflusses dieser auf die in die
Quotienten-Berechnung einbezogenen Blutkonzentrationen nur mit Einschrdnkung maglich.
In allen bisher publizierten Arbeiten ergaben sich Hirngewebe/Blut- bzw. -/Plasma-
Quotienten, die mit zwischen 1,0 und 7,0 deutlich unter den eigenen Daten lagen [Estevez et
al., 1977; Benuck et al., 1987; Devane et al., 1989; Spear et al., 1989; Lau et al., 1991,
Patrick et al., 1993; Robinson et al., 1994]. In der Literatur sind jedoch einzelne Fallbeispiele
mit Humandaten publiziert, in denen nach tédlichen Kokain-Intoxikationen oder anderen
Todesfallen nach Genuf3 von Kokain die Hirngewebe/Blut-Verhaltnisse bestimmt wurden. Die
Hirngewebe/Blut-Quotienten liegen zwischen 4 zum Zeitpunkt des Plasmakonzentrations-
Maximums, fur den Zeitraum 60-120 Minuten nach Ingestion werden Verhéltnisse bis zu 20
angegeben [lten, 1994].

Die sehr hohen initialen Gewebe/Blut-Verhaltnisse nach i.n.-Gabe konnen als Indiz dafir
angesehen werden, dal3 ein direkter Zugang von der Nasenhdhle zum ZNS besteht. Von
anderen Autoren [Benuck et al., 1987; Silva et al., 1997; Lau et al., 1991] wurde selbst nach
i.v.-Gabe initial deutlich niedrigere Hirngewebe/Blut-Quotienten als 10 Minuten nach der
Applikation gefunden.

In der Literatur war nur eine einzige Studie zu finden, in der CSF/Plasma-Quotienten
angegeben waren: Die eigenen Ergebnisse konnten die Daten von Barbieri et al. [1992]
bestatigen. Die zu beobachtenden CSF/Blut-Quotienten sprechen im Gegensatz zu den
Hirngewebe/Blut-Verhéltnissen nicht flr eine selektive Anreicherung im Liquor
cerebrospinalis nach Nasalapplikation: Es zeigten sich unabh&ngig von der Applikationsart
um den Faktor 10 kleinere Quotienten, die sich aus dem hydrophilen Charakter der CSF-
Matrix und der Lipophilie des Kokain leicht erklaren lassen. Eine signifikante Unterscheidung
der CSF/Blut-Quotienten war 10 Minuten nach Applikation zwischen i.n.- und i.v.- bzw. i.p.-
Gabe mit unterschiedlicher Signifikanz nachweisbar. Diese zu beobachtende
Zeitverschiebung spricht fir eine sekundare Umverteilung vom Gewebe oder aus dem
Blutkompartiment zur CSF.

5.2. Tranylcypromin
5.2.1. Bioanalytische Methode

Erste orientierende Untersuchungen mit TCP waren unter Vermeidung einer Lagerperiode
Uber sofortige Konzentrationsbestimmung durchgefuhrt worden. Fir ausgedehntere Studien
war allerdings eine Einlagerung der Proben notwendig. Wie im Ergebnisteil beschrieben, war
bei Inkubationsversuchen mit rac-TCP in Rattenhirnhomogenat bereits nach 60 Minuten das
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(+)-TCP-Enantiomer nur noch in Spuren nachweisbar. Alle die bei Inkubationsversuchen
erhobenen Befunde sprechen fir den fir (+)-TCP postulierten Wirkungsmechanismus: Als
»suicide-inhibitor* reagiert TCP irreversibel tber die Ausbildung einer kovalenten Bildung mit
beiden Subtypen der MAO [Paech et al., 1980; Penning, 1983; Silverman, 1983; Fagervall
und Ross, 1986].

Von Yu [1984] wurde gezeigt, dal3 in den Endothelien der Kapillaren des Rattenhirns hohe
Mengen des Enzyms MAOQO vorliegen. Da dieses Enzym nicht k&lteempfindlich ist, kommt es
nach Zugabe von razemischem TCP zur In-vitro-Abreaktion des MAO-hemmenden (+)-TCP.
Aufgrund der reaktionskinetischen Charakteristika ist von einer kovalenten Bindung an
dieses Enzym auszugehen. Die sich aus dieser Reaktivitat ergebende Problematik fur die
Herstellung von Kalibrierproben aus dieser biologischen Matrix wurde umgangen durch
kurze Hitzebehandlung der Matrix (und Enzymdeaktivierung) vor Zugabe von TCP.

Vergleichbare Beobachten waren auch von anderen Autoren gemacht worden. Von
Yonemitsu und Pounder [1993] konnte nach Inkubation von humanem Vollblut (48 h; 37°C)
nur noch 58% der eingesetzten TCP-Menge wiedergefunden werden. Crifasi und Long
[1997] berichten, dal3 nach mehrwoéchiger Lagerung (-20°C) von Gewebe-, Urin- bzw.
Blutproben humanen Ursprungs bei der Wiederholungsbestimmung in den Geweben, nicht
jedoch Urin und Blut ein Konzentrationsverlust zu beobachten war. Die Methodenvalidierung
der hier verwendeten Methoden ergab eine gute Substanzstabilitdét bei Einhaltung der
angegebenen Versuchsbedingungen.

5.2.2. TCP-Blutkonzentrationen

In ausgedehnten frilheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde eine deutliche
Nichtlinearitat in der Kinetik von TCP gefunden, die sowohl einen séattigbaren First-pass-
Effekt [Baker und Coutts, 1989] als auch eine nichtlineare Clearance beinhaltete. Die fir die
vorliegenden Untersuchungen ausgewdhlte Dosis lag im - in kinetischer Hinsicht - linearen
Bereich.

Im Allgemeinen waren — trotz der hohen Clearance von TCP - die Daten vergleichbar mit
denjenigen, die in vorherigen Studien erhalten worden waren. Aufféllig ist, daf3 - unabhéngig
von der Applikationsart - an der Ratte deutlich héhere Blut-Konzentrationen des (+)-TCP zu
detektieren waren, die im Laufe der Zeit noch anstiegen. Auffallig ist die gute
Vergleichbarkeit der Ergebnisse nach Applikation in die Nasenhthle zwischen
verschiedenen Studien. Dabei ergab sich bei der Ratte fur jeden Applikationsmodus eine
hohere Bioverfligbarkeit fur das (+)- im Vergleich zum (-)-TCP [Langguth und Spahn-
Langguth, 1995; Langguth et al., 1997, 1998].

Es kann im Falle von TCP aufgrund der allgemeinen Datenlage davon ausgegangen werden,
dalR eine Spezies-abhéngige Metabolisierung vorliegt [Saura et al., 1996; Henriot et al.,
1994]. Es ist davon auszugehen, dal3 auch beim Durchtritt durch Endothelien ein Abbau
stattfindet; dies scheint nicht nur z.B. den GlI-Trakt, sondern auch die Endothelien der
Gehirnkapillaren (,metabolische Blut-Hirn-Schranke®) zu betreffen [Aigner et al., 1997]. In
Bezug auf die Vertraglichkeit und den therapeutischen Nutzen der Enantiomere [Escobar et
al.,, 1974; Fuentes et al., 1976] und des Razemates sind die Ansichten immer noch
gegensatzlich. Auch aus den kinetischen Daten der vorliegenden Studie konnten hier keine
weiterfihrenden Erkenntnisse gewonnen werden. Wie von verschiedenen Autoren bereits
vor einiger Zeit diskutiert [Snyder, 1974; Aboul-Enein und Serignese, 1995], ist es durchaus
denkbar, daf} die antidepressive Wirkung bei oral verabreichtem rac-TCP beim Menschen
nicht vom MAO-hemmenden (+)-TCP, sondern vom Monoamin-aufnahmehemmenden (-)-
TCP getragen wird.



5. Diskussion 62

5.2.3 Gewebe-Konzentrationen und Membranpermeation

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Konzentrationen von TCP-Enantiomeren in
verschiedenen anatomisch differenzierten Gehirnarealen und in CSF nach Applikation des
razemischen Wirkstoffs in Abhangigkeit des Applikationsmodus untersucht. Die erreichten
mittleren Gewebekonzentrationen des (-)-TCP zeigten sich weitgehend unabhéngig von der
Applikationsvariante. Erkennbar war, dafd in vier der sechs untersuchten Gehirnareale nach
Nasalapplikation bereits initial die hdchsten Gewebekonzentrationen detektiert werden
konnten, wéhrend nach Injektion ins Peritoneum erst nach 10 Minuten der Cpx-Wert erreicht
wurde. Fir das (+)-TCP lagen sogar in allen untersuchten Gehirnarealen bereits initial nach
i.n.-Gabe die hdchsten Konzentrationswerte vor, wahrend nach i.p.-Applikation in allen
untersuchten Gehirnregionen ein Anstieg zu verzeichnen war. Diese Befunde sind als Indiz
fur einen selektiven Zugang des TCP Uber die Nasenhdhle zum ZNS anzusehen.

Ein Vergleich der Daten mit Literaturdaten ist deshalb probematisch, weil in der Literatur
beschriebene Studien hohere TCP-Dosen oder den Einsatz von TCP-freisetzenden Prodrugs
beinhalteten [Calverley et al., 1981; Baker et al., 1985].

Innerhalb der ersten zehn Minuten nach der Applikation konnten in der eigenen Arbeit Daten
zur Gewebekonzentration fir beide Enantiomere des TCP erhalten werden. Erstaunlicher
Weise konnen im Wirkkompartiment an der Ratte deutlich hohere Konzentrationen an (-)-
TCP als fur das (+)-Enantiomer bestimmt werden, obwohl gerade zu diesen Zeitpunkten im
Blut inverse Verhéltnisse vorliegen. Diese Befunde werden von anderen Autoren bestatigt: In
der Arbeit von Langguth und Spahn-Langguth [1995] ergeben sich im Gesamthirngewebe
anndhernd gleich (-)/(+)-TCP-Verhaltnisse wie in der eigenen Arbeit. Auch die Daten aus
Studien von Fuentes et al. [1975; 1976] und Hampson et al. [1986], von denen die
Enantiomere separat appliziert worden waren, widersprechen insgesamt den vorliegenden
Daten nicht. Hierbei wurden verschiedene Dosen an TCP-Enantiomeren an Ratten
verabreicht. Nach jeweils der gleichen Versuchsdauer war nachweisbar, daf? die (-)/(+)-TCP-
Quotienten mit Zunahme der verabreichten Dosis abnahmen, um sich nach Gabe von
20 mg/kg KG TCP-Enantiomer dem Wert 1,0 anzun&hern.

Das im Vergleich mit dem Blut-Kompartiment umgekehrte Enantiomerenverhdltnis im ZNS
kénnte durch selektive Transportmechanismen in der Blut-Hirn-Schranke oder aber auch
Kompartiment-selektive metabolische Prozesse erklart werden. Welche Rolle dabei die
hohen von Yu [1984] gefundenen MAO-Konzentrationen im ZNS spielen, ist bislang
ungeklart.

Fir TCP ergaben sich vergleichsweise hohe CSF-Konzentrationen, die bei i.n.-Applikation
hoher waren als nach i.p.-Applikation. Die im Vergleich zu Blut und Hirngewebe anderen
Enantiomerenquotienten kdnnen nicht auf Blutkontaminationen zurlickzufihren sein, da die
Verhéltnisse im Blut zu denen in der CSF invers sind.

Ahnlich wie beim Kokain liegen die nachgewiesenen CSF/Blut-Quotienten um mindestens
eine Zehnerpotenz niedriger als die Hirngewebe/Blut-Quotienten, was mit dem hydrophilen
Charakter dieser Matrix begrindet werden kann. Es wurde deutlich, daf3 es - ahnlich wie
beim Kokain - auch beim TCP zu einer verstarkten Anreicherung im ZNS kam, wenn die
Applikation in die Nasenhdhle erfolgte. Im Gegensatz zum Kokain jedoch tritt diese maximale
Anreicherung im Gewebe nicht initial, sondern mit einer gewissen zeitlichen Verzégerung
auf. Als Erklarungsmaoglichkeit hierfur kommt die ausgepréagtere Lipophilie des Kokains im
Vergleich zu TCP in Frage. Daruber hinaus ist zu beachten, dal® die Plasmaeiweif3bindung
des Kokains mit 1% vernachlassigbar ist. Die Proteinbindung von Strukturverwandten von
TCP liegen zwischen 15 und 36% [Nishihara et al., 1984; Baselt und Cravey, 1989], so dal3
fur TCP eine Plasamaeiweil3bindung in &hnlicher Gro3enordnung anzunehmen sein sollte.
Die freie TCP-Konzentration und auch der Konzentrationsgradient sind dementsprechend
geringer als fur die totale Konzentration. Welchen therapeutischen Vorteil eine
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Nasalapplikation neben der Umgehung des First-pass-Effektes haben kénnte, ist anhand der
Effekte beider Enantiomere zu prifen.

Es gibt aus den durchgefihrten Studien — auch den Permeabilitatsstudien am Caco-2-
Modell, bei denen keine Stereoselektivitat, keine Richtungsabhangigkeit und keine
Sattigbarkeit gefunden wurden, - keinen Hinweis darauf, dal TCP durch kinetisch relevante
Transporter aktiv durch biologische Membranen transportiert wird. Weder die unter
Standardbedingungen durchgefihrten Transportstudien noch weiterfihrende
Bindungsstudien ergaben Hinweise auf einen aktiven Transport [Voigt, 1995; D&ppenschmitt
et al.,, 1998]. Die von Saura et al. [1996] gefundenen hohen Konzentration von MAO in
intestinalem Gewebe scheinen bei Caco-2-Zellen nicht von Bedeutung. Die
Permeabilitatsdaten fur TCP passen in die von Artursson und Karlsson [1991]
vorgeschlagene Korrelation zwischen Substanzpermeabilitat und Absorption.

5.3. Baclofen
5.3.1 Baclofen-Blut-Konzentrationen

Die im Rahmen der vorliegenden Studien erhobenen kinetischen Daten fur die Ratte
entsprechen den von Mandema et al. [1992] publizierten Daten. Die bei Nasalapplikation der
unter  Verwendung  von Cyclodextrin hergestellten  Zubereitung erreichten
Maximalkonzentrationen waren hoher als erwartet. In Hinblick darauf, daf? sich ca. 30% aller
Patienten unter p.o.-Baclofen-Therapie als therapierefraktar erweisen, kénnte die nasale
Gabe einen alternativen Zugang zum systemischen Kreislauf darstellen.

Daten, die von anderen Autoren beschrieben worden sind [van Bree et al., 1991; Mandema
et al., 1992], beinhalteten lediglich eine i.v.-Applikation und wahrscheinlich demzufolge
hohere Konzentrationen im ZNS und Liquor.

5.3.2. Gewebe-Konzentrationen und berechnete Gewebe/Blut-Quotienten

Im Gegensatz zu den absoluten Konzentrationswerten in Hirngewebe und Liquor, sind die
sich ergebenden Gewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten trotz der teilweise stark
abweichenden Verrsuchsdesigns und Dosisbereiche Uberraschend gut mit den eigenen
Ergebnissen vergleichbar.

Der Gewebe/Blut-Quotient und somit die ZNS-Selektivitat waren nach Applikation auf die
Nasenschleimhaut hoher als nach i.p.-Gabe. Die nach systemischer Applikation erhaltenen
Gewebe/Blut-Quotienten lagen in einem &hnlichen Bereich, wie von anderen Autoren
beschrieben [Popova et al., 1995; Deguchi et al., 1995; Mandema et al., 1992; van Bree et
al., 1991].

5.3.3. Baclofen-Penetrationsversuche am Everted-sac-Modell der Ratte

Da es sich beim Baclofen um ein Wirkstoff mit Aminosaurestruktur handelt, bei dem
spezifische Transportmechanismen fir den Transport vom GIT ins Blut vermutet werden,
wurden in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen zu deren Aufklarung durchgefihrt.

Allerdings erfolgte die Analyse der erhaltenen Proben von den meisten Autoren mit achiralen
Methoden, so dal3 eine Stereoselektivitat nicht endgultig nachweisbar war [Beall et al., 1985;
Polache et al., 1991; Nacher et al., 1994; Cercos-Fortea et al., 1995; Cejudo-Ferragud et al.,
1996; Moll-Navarro et al., 1996]. Im Gegensatz hierzu konnten von Krauss [1988] bei
enantioselektiven Messungen Hinweise auf Enantiomerenunterschiede beim Transport im
Rahmen der Untersuchungen am Everted-sac-Modell der Ratte nachgewiesen werden:
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Hierbei wurde auf der mucosalen Seite ein R/S-Baclofen-Verhaltnis* von unter 1,0 bestimmt,
wahrend der R/S-Quotient auf der serosalen Seite tber 1,0 lag.

Da von Krauss [1988] mit dem Ziel, eine Enantioselektivitat in der Absorption nachzuweisen,
nur die Enantiomerenverhéltnisse analysiert worden waren, nicht jedoch die absoluten
Konzentrationen bestimmt wurden, waren keine Aussagen Uber das Verhéltnis zwischen
aktivem und passivem Prozess und die Relevanz des aktiven Transportes mdglich. Dies war
Ziel der vorliegenden Untersuchungen, bei denen nicht nur eine gute Aufnahme aus dem
mucosalen Kompartiment in das serosale sondern auch ein aktiver Transport nachgewiesen
werden konnten. Nichtsdestoweniger sollten in nachfolgenden Untersuchungen auch noch
einmal die Enantiomere quantifiziert werden.

Weder die Permeabilitdtsdaten aus den Everted-sac-Versuchen oder Daten aus den Studien
an Caco-2-Zell-Monolayern noch die vorliegenden Literaturdaten [Nacher et al., 1994;
Balerio und Rubio, 1996] geben einen Hinweis auf geringe Membranpermeabilitat, die
Schlussfolgerungen auf eine geringe Permeation durch die Blut-Hirn-Schranke deuten
wirden.

5.4. Baclofen-Esterderivate
5.4.1. In-vivo- und In-vitro-Stabilitat der Baclofen-Esterderivate

Beim Versuch der Methodenenwicklung zur Bestimmung der Esterderivate zeigte sich eine
aulBergewohnliche Stabilitat dieser Verbindungen. Aufgrund der mit Hilfe der MOMO-
Software berechneten wahrscheinlichsten Konformation (s.u.), ist davon auszugehen, daf3
die Esterderivate als quasi sekundédre Amine aufzufassen sind, die somit nicht mit der
OPA/NAC zu den fluoreszierenden Isoindolderivaten reagieren. Die Umsetzung mit flr
primare und sekundare Amine geeigneten CDA’s z.B. S-Naproxen-Saurechlorid [Spahn et
al., 1988] oder N-Methylcarprofenisocyanat [Herber, 1994] war dagegen aus Losung
prinzipiell moglich.

Browne et al. [1991] hatten eine geringe Esterase-Aktivitat im Gehirn festgestellt. Dies schien
sich indirekt in den vorliegenden Studien zu bestéatigen. Jedoch erwiesen sich die Ester
weder in vitro noch in vivo als gut hydrolysierbar. Abschlielend kann festgestellt werden,
daRR - da eine Metabolisierung der Baclofenester im Hirngewebe nicht in ausreichendem
Male stattfindet - selbst durch eine verbesserte Penetration der Derivate in das ZNS kaum
mit einem besseren klinischen Effekt zu rechnen ist. Erganzende Molecular-Modelling-
Berechnungen anhand von Literaturdaten ergaben eine geringe Wahrscheinlichkeit dafur,
daR die Esterderivate selbst Uber eine eigene biologische Aktivitat verfigen (s.u.).

5.4.2. Untersuchungen zur Konformation der Baclofen-Esterderivate

Aufgrund der beobachteten Stabilitat der Baclofenester-Derivate, die sowohl mit In-vivo- als
auch In-vitro-Untersuchungen nachgewiesen werden konnten, und auch der vorliegenden
auRRergewohnlichen Reaktionstragheit der im Molekll vorhandenen primaren Aminofunktion
wurde eine von der der Muttersubstanz stark abweichende Konformation der Esterderivate
vermutet. Mit Hilfe der Computersoftwvare MOMO konnte diese Annahme exemplarisch
bestatigt werden. Eine intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung scheint zu einer
Stabilisierung der Struktur zu fihren.

Fir GABA war in Konformationsberechnungen eine gestreckte Konformation &hnlich der
Struktur des freien Baclofens berechnet worden (Abb. 4.4.2.E). Da Baclofen als Agonist an

! In der Literatur besteht Unklarheit Gber die korrekte stereochemische Nomenklatur des Baclofen (Korrelation zwischen der
absoluten Konfiguration im CIP-System und dem Drehsinn der Enantiomere). Es ist daher zu beachten, daR die von zitierten
Autoren verwendete Notation ibernommen wurde.
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GABAg-Rezeptoren angreift, kann vermutet werden, dal’ die biologische Aktivitdt an eine
gestreckte Konformation der n-Butylgruppe im Baclofen gebunden ist. In der Tat konnten in
einer Arbeit von Pirard et al. [1995] fir die Bindung' an GABAg-Rezeptoren die folgenden
essentiellen strukturellen Voraussetzungen ermittelt werden:

¢ Vorliegen einer Carboxylatgruppe
+ Vorliegen einer primaren Aminofunktion
+ Mittlerer Abstand dieser beiden ionisierten Gruppen von 460 pm

¢ Vorliegen einer aromatischen Gruppe (Thienyl, Phenyl, Benzo[b]furan) am -
Kohlenstoffatom

¢ Vorliegen eines lipophilen Substituenten in para (Phenyl) oder 5-Position (Thienyl,
Benzo[b]furan) der aromatischen Gruppe

¢ Vorliegen einer weiteren lipophilen Funktion in Position 7 im Fall der Substitution mit
Benzo[b]furan

Fiur die synthetisierten Esterderivate des Baclofens sind mindestens zwei der Forderungen
nicht erfdllt: Durch die Esterbildung liegt in den Molekllen keine freie Carboxylgruppe mehr
vor, darlber hinaus fihren die Konformationsberechnungen der Esterderivate zu einer eher
cyclischen Struktur, bei denen der Abstand zwischen Esterfunktion und Aminogruppe stark
reduziert ist. Es kann ferner nicht ausgeschlossen werden, dal} aufgrund der sehr starken
Wasserstoffbricke zwischen der Aminofunktion und dem Carbonylsauerstoff die
Aminofunktion quasi als sekundares Amin zu betrachten ist, so daf? die Forderung nach
Vorliegen einer primaren Aminofunktion ebenfalls nicht erfullt ist. Aufgrund dieser Befunde ist
eine Affinitat der Baclofenester zu GABAg-Rezeptoren eher auszuschlieRen.

Insgesamt steht mit den Esterderivaten von Baclofen aber eine Reihe von Substanzen zur
Verfigung, die — unabhangig von einer Rickspaltung zum wirksamen Baclofen — als
Modellsubstanzen dienen kénnen, um Struktur-Kinetik-Korrelationen in unterschiedlicher
Hinsicht systematisch zu untersuchen, dies beinhaltet vor allem die Verteilung in
Gewebekompartimente und deren Abhangigkeit von einer potentiellen Affinitdt zu
Transportern [Leisen, in Vorbereitung].

5.5. Indometacin
5.5.1. Indometacin-Blut-Konzentrationen

Die ermittelten Blut-Konzentrations-Zeit-Profile bei der Ratte, ergaben eine hdhere
Bioverfugbarkeit nach Applikation auf die Nasalmucosa als bei der i.p.-Gabe. Dieser Befund
ist vergleichbar mit dem aus einer Arbeit von Huang et al. [1995], die ebenfalls an Ratten im
vergleichbaren Dosisbereich die Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe nach p.o.-, i.n.- bzw.
i.v.-Applikation untersuchten. Es ist zu beachten, daf3 in dieser wie in allen anderen zitierten
Arbeiten nicht Blut sondern Plasma oder Serum als zu untersuchende Matrix verwendet
wurde. Das Konzentrationsverhaltnis zwischen Rattenplasma und -blut betragt ca. 1,7
[Hucker et al., 1966]. Es zeigte sich, dal? sowohl die Cnax-, als auch die tpx-Werte nach i.n.-
Gabe ahnlich waren. Weiterhin wurde deutlich, daf? der gefundene Konzentrations-Zeit-
Verlauf nach i.p.-Gabe nicht mit einer i.v.-Applikation vergleichbar ist. Ahnliche Daten wurden
auch von anderen Autoren erhoben [Yoshida et al., 1991; Ogiso et al., 1989]; zur i.p.-
Applikation von Indometacin konnten in der publizierten Literatur keine Vergleichsdaten
gefunden werden.

! Ob nach Bindung an den GABAs-Rezeptor einer Verbindung die diese Bedingungen erfillt eine agonistische oder
antagonistische Wirkung zu erwarten ist, bleibt unbestimmt.



5. Diskussion 66

Da Indometacin bereits seit vielen Jahren in der Therapie eingesetzt wird, ist eine grol3e Zahl
an Studien verfigbar, die sich mit Konzentrations-Zeit-Profilen dieses Wirkstoffs am
Menschen auseinandersetzen. Infolgedessen sind zahlreiche Daten Uber die Kinetik von
peroral und rektal verabreichtem Indometacin in der Literatur verfigbar [Helleberg, 1981], die
mit den entsprechenden Ratten-Daten vergleichbar sind. Somit ist auch von einer —
zumindest teilweisen - Ubertragbarkeit der Nasalbefunde auf den Menschen auszugehen.
Hinweise auf Speziesunterschiede ergeben sich z.T. aus Literaturdaten [Hucker et al., 1966].

5.5.2. Indometacin-Gewebe-Konzentrationen und Gewebe/Blut-Quotienten

Im Hirngewebe waren nach Nasalapplikation meist héhere Konzentrationen von Indometacin
nachzuweisen als nach i.p.-Gabe. Durch Quantifizierung der Konzentration in verschiedenen
anantomischen Untereinheiten konnte festgestellt werden, daf} sowohl im Cortex als auch im
Thalamus der Ratte diese Konzentrationsunterschiede als ausgepragt anzusehen sind. Die
Tatsache, daRR nach i.n.-Applikation meist initial die hdchsten Gewebekonzentrationen
bestimmt werden konnten, wahrend nach i.p.-Gabe in allen Gehirnarealen innerhalb der
ersten 10 bis 20 Minuten eine Konzentrationszunahme zu beobachten war, spricht auch
beim Indometacin fur einen direkten Zugang von der Nasenhohle zum ZNS. Aufféallig ist
hierbei insbesondere die starke Anreicherung des Indometacin im Thalamus nach
Nasalapplikation, wéhrend nach i.p.-Gabe der sichere Nachweis des Wirkstoffs in diesem
Areal nicht immer mdéglich war.

In der Literatur waren nur wenige Arbeit verflgbar, in denen Hirngewebekonzentrationen von
Indometacin angegeben wurden, so dal ein Vergleich mit den Ergebnissen der eigenen
Arbeit nur eingeschrankt moglich ist [Brune et al., 1980; Hucker et al., 1966]. Insgesamt gibt
es keine Literaturbefunde, die den ermittelten Daten widersprechen.

Im Gegensatz zum Hirngewebe scheinen sich im Liquor cerebrospinalis nach i.p.-Gabe
hohere Konzentrationen an Indometacin aufzubauen, als dies nach Nasalapplikation zu
beobachten ist. Wéahrend initial annahernd gleiche CSF-Konzentrationen nachweisbar
waren, stieg die Konzentration in dieser Matrix nach i.p.-Gabe innerhalb der ersten
10 Minuten nach Applikation deutlich tber die i.n.-Konzentrationswerte an. Dieser Befund
stutzt die Vermutung, dal3 fir den Transport in das ZNS nach Applikation in die Nasenhohle
andere Mechanismen verantwortlich sind als nach parenteraler Gabe.

Im Gegensatz hierzu liegen jedoch einige Studien vor, in denen die
Indometacinkonzentration im Liquor cerebrospinalis des Menschen nach verschiedenen
Applikationsvarianten beschrieben werden. In allen diesen Arbeiten wird darauf hingewiesen,
daR Indometacin nur in geringen bzw. geringsten Mengen in den Liquor Ubertritt [Hucker et
al., 1966; Rothermich, 1971; Bannwarth et al., 1990]. Die bei den Ratten nachgewiesenen
CSF-Konzentrationen lagen um ein Vielfaches Uber den an Menschen ermittelten
Konzentrationen.

Nach Applikation in die Nasenhohle ergab sich initial in den meisten der untersuchten
Gehirnteilen ein Gewebe/Blut-Quotient, der das entsprechende i.p.-Verhaltnis meist
Uberstieg. FUr den Thalamus der Ratte war diesbezlglich eine ausgesprochene Signifikanz
der Selektivitatsunterschiede festzustellen. Inbesondere die Applikations-bedingte
Selektivitat fir den Thalamus ist hier hervorzuheben.

Im Vergleich zu den (wenigen) Arbeiten, in denen entsprechende Hirngewebe/Blut- bzw.
CSF/Blut-Quotienten angegeben sind, fallt auf, dal die in den vorliegenden Studien
ermittelten Quotienten deutlich - und unabhé&ngig von der Applikationsart — immer tber den
Quotienten (20fach und mehr) liegen, die in der Literatur fur Ratten beschrieben wurden. Die
eigenen Daten sind vielmehr mit den Quotienten vergleichbar, die beim Meerschweinchen
gefunden wurden [Hucker et al., 1966]. In Bezug auf CSF/Blut-Quotienten werden bei der
Ratte offensichtlich mehr als 25-fach héheren Quotienten erreicht als beim Menschen nach
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i.m.-Injektion von Indometacin [Bannwarth et al., 1990]. Welche Rolle in dieser Hinsicht
chronobiologische Effekte spielen [Boggio et al., 2001], ist noch abzuklaren.

5.6. Korrelation der Gewebe/Blut-Quotienten und der Lipophilie-Parameter

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen starken Anstieg der zu erwartenden
Hirngewebe/Blut-Quotienten mit der Zunahme der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten.
Es sollte hierbei beachtet werden, daf3 sich diese Korrelation nur dann in eindeutiger Weise
ergibt, wenn bei der Berechnung der Gewebe/Blut-Quotienten die jeweilige
Plasmaeiweil3bindung bertcksichtigt wird. Dies erscheint sinnvoll, da nur der im Blut in
ungebundener Form vorhandene Anteil durch biologische Membranen penetriert. Da fur
Indometacin die Plasmaeiweilbindung mit um 99% angegeben wird, zeigt sich fir diese
Substanz der groRte Einfluf3 der Korrektur. Im Falle von TCP konnte dieser Parameter aus
dem Vergleich mit strukturverwandten Amphetaminderivaten abgeschéatzt werden.

Aus der im Ergebnisteil dargestellten Korrelation von Octanol/Wasser-Verteilungsquotienten
und den Gewebe/Blut-Quotienten kodnnte auch fiur unbekannte Substanzen eine Verteilung
in das Hirngewebe abgeschéatzt werden, allerdings nur unter der Annahme, daf3 aktive nach
Innen oder nach Aulen gerichtete Prozesse keine Rolle spielen. Fur die Baclofen-Ester
wuirden sich als Gewebe/Blut-Quotienten Werte ca. 3 fiur Methyl (logP 0,47), ca. 4 fur Ethyl
(logP 0,77) und ca. 5 fir die anderen Ester (logP 1,31; 1,27; 1,42) ergeben.

5.7. Die potentielle Relevanz der Nasalapplikation

In den vorliegenden Untersuchungen wurde in der Regel davon ausgegangen, dal3 das
Wirkkompartiment ZNS durch passive Diffusion erreicht wird. Allerdings werden — auch bei
alteren etablierten Pharmaka — immer mehr Substanzen identifiziert, die Substrate fir
absorptive oder exsorptive Transporter sind. Dazu gehdren nicht nur basische, sondern auch
Arzneistoffe mit sauren Funktionen [Spahn-Langguth et al., im Druck; Flanagan et al., 2002;
Hassel et al., 2002; Christians et al., 2002; Takeda et al., 2002]. Bei der Interpretation von
Verteilungsdaten sind ggf. auch derartige Aspekte zu bericksichtigen.

Ob der Mechanismus der Aufnahme, der auch nach den neuen Untersuchungen von Chow
et al. [2001] direkt zu sein scheint, und somit die Verfugbarkeitsdaten auf den Menschen
Ubertragbar sind, ist meist noch abzuklaren. Da direkte Konzentrationsmessungen im
Wirkkompartiment hier nicht mdglich sind, sind ausgedehnte Kinetik-Dynamik-
Korrelationsstudien durchzufiihren und auf der Basis des Effekts eine Aussage Uber die
Wirkkonzentration in der Biophase zu machen. Das die Nasalmukosa unléangst als neuer —
moglicherweise ZNS-selektiverer - Applikationsweg fir eine Reihe von Substanzen entdeckt
worden ist, zeigen eine Reihe von neuen Literaturstellen, die tierexperimentelle Studien und
Humanstudien beinhalten [Larsson und Tjalve, 2000; Quadir et al., 2000; lllum et al., 2002;
Bechgaard et al., 1997; Li et al., 2000; Lindhardt et al., 2002; Dahlin et al., 2001].

Auch technologische Aspekte scheinen hier von Bedeutung und sind Ziel weiterer
Untersuchungen, so z.B. die Wahl von Matrices, die die Nasalabsorption noch erhdhen
[Nakamura et al., 2002; Gudmundsdottir et al., 2001]. Ob die Nasalapplikation ein Teil des
vielschichtigen Repertoires zur Verflgbarkeitserhéhung in dem nach ,aulen“ gut
abgeschirmten ZNS werden wird und so Transportvektoren [Pardridge, 2002] zu ergéanzen
vermag, erfordert die systematische Untersuchung eines grof3eren Substanzkollektivs.
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6. Experimenteller Teil
6.1. Synthesen
6.1.1. Gerate

Schmelzpunkte (Fp): Schmelzpunktmel3gerat Bichi SMP 20 (Flawil, Schweiz).

Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (IR): Perkin-Elmer-Spektrometer 1600 Series
(Uberlingen, BRD). Zur Aufnahme der Spektren wurden auschlieRlich KBr-Preflinge
verwendet [Zusammensetzung ca. 1 mg Substanz (Baclofen bzw. Baclofenester-Derivat) pro
300 mg KB].

UV/VIS-Spektroskopie: Hitachi U-2000 Spectrometer (Colora MelRtechnik GmbH, Frankfurt,
BRD).

Kernresonanzspektroskopie (‘*H-NMR): Bruker AC 300 bzw. AC 270 (Rheinstetten, BRD),
[Institut fir Pharmazeutische Chemie der J. W. Goethe-Universitat (Prof. Dr. Linde) bzw.
Institut fir Organische Chemie der Technische Universitat, Berlin (Prof. Dr. Schmalz)]. Die
Angabe der chemischen Verschiebung o erfolgte in ppm. Als interner Standard wurde
Tetramethylsilan (TMS) verwendet, das die Nulllinie definiert (0,00 ppm). Die
Kopplungskonstanten (J) wurden in Hertz [Hz] angegeben; die Feinstruktur der Signale mit
s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett und m = Multiplett bezeichnet.
Pseudomultiplizitaten wurden durch ein vorangestelltes W gekennzeichnet. Die Aufnahme
der Spektren erfolgte bei 300 K. Es ist zu beachten, daR bei Aufnahme von 'H-NMR-
Spektren in  MeOD vorhandene Protonen von Aminofunktionen aufgrund von
Austauschphanomenen zwischen MeOD und primarer Aminofunktion nicht detektierbar sind.
Wurde MeOD als Lésungsmittel verwendet, ist auRerdem eine vollstandige Integration der
Spektren infolge von Wasserspuren (Hygroskopie) aus dem Lésungsmittel nicht méglich.

Massenspektroskopie (MS): Finnigan MAT 212- bzw. MAT 95- SQ Massenspektrometer
(Bremen, BRD), [Institut fur Pharmazeutische Chemie der J. W. Goethe-Universitat (Prof.
Dr. Linde) bzw. Institut fir Organische Chemie der Technischen Universitat Berlin (Prof. Dr.
Schmalz)], die Analysen wurden bei 70 eV durchgefiihrt. Die relativen Intensitaten in Prozent
wurden jeweils in Klammern angegeben.

6.1.2. Chemikalien

Das rac-Baclofen wurde von der Firma Ciba-Geigy GmbH (Wehr/Baden, BRD) zur
Verfligung gestellt. Alle verwendeten Alkohole hatten mindestens p.a.-Qualitéat; die
benutzten Trocknungsmittel stammten wie auch die verwendeten Losungsmittel von der
Firma Merck (Darmstadt, BRD). Das Chlorwasserstoffgas (technische Qualitat) wurde von
Messer Griesheim (Frankfurt/Main, BRD) bezogen.

6.1.3. Synthese der Baclofen-Esterderivate

Wasserfreie Losungsmittel: Methanol wurde in Gegenwart von Magnesium refluxiert und
anschlieend vom entstandenen Mg(OMe), abdestilliert. Ethanol und 2-Propanol wurden
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durch Zusatz von Molekularsieb (3 A) getrocknet. Die Trocknung von 1-Propanol erfolgte
Uber CaO, die von 1-Butanol tber K,COj; [Kister und Thiel, 1982].

Allgemeine Arbeitsvorschrift [Fuson und Wojcik, 1943]:
¢ Herstellung der HCI-geséttigten Alkoholldsungen:

In einem ausgeheizten 500 ml-Zweihalskolben mit Gaseinleitungsrohr und Rickflukihler
(verschlossen mit Trockenrohr, CaCl,-Fillung) wurden 300 ml des entsprechenden
wasserfreien Alkohols vorgelegt. Danach wurde HCI-Gas eingeleitet, bis mindestens eine
HCI-Konzentration von 2,0 mol/l erreicht war (Kontrolle der Massenanderung).

¢ Synthese der Baclofenester-Derivate:

1,5 g (7,0 mmol) Baclofen wurden in einem ausgeheizten 100 ml-Einhalskolben vorgelegt
und mit 70 ml der entsprechenden alkoholischen Salzséure versetzt. Der Kolben wurde mit
einem Hg-gefillten Blasenzéahler verschlossen und die Reaktionsmischung fur 24 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Im Anschlul3 wurde der Blasenzahler durch ein Trockenrohr
(CaCly) ersetzt und das Reaktionsgemisch fir weitere 24 h bei RT gerthrt. Nach dieser Zeit
wurde die Reaktionslosung fur 1 h unter Rickfluld erwarmt, um tberschissiges HCI-Gas zu
entfernen. Die Reaktionsmischung wurde unter vermindertem Druck eingeengt und im
Olpumpenvakuum getrocknet. Im Fall des Baclofen-n-butyl-Esters mufte zur vollstandigen
Entfernung des n-Butanols vor der Trocknung eine azeotrope Destillation unter
Cyclohexenzusatz durchgefuhrt werden. Die so erhaltenen Verbindungen wurden ohne
weitere Aufreinigung verwendet, die Ausbeute lag in allen Fallen Gber 97% (Restgehalt an
R/S-Baclofen ca. 1%).

¢ Bestimmung des Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (k) [Kister und Thiel, 1982]:

Zur Bestimmung des Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten wurde eine LOsung von
Baclofen bzw. der Ester-Derivate des Baclofens (jeweils ca. 2 mg/l entsprechend 7,5 pmol/l)
hergestellt. Als Losungsmittel diente ein 0,1 M KH,PO,-Puffer der mit NaOH (0,1 M) auf
einen pH-Wert von 7,3 eingestellt war. Vier Milliliter der Wirkstofflosung wurden in Sovirel-
Glasern (Fa. Fischer, Frankfurt/Main, BRD) mit 4 ml n-Octanol versetzt und fir 30 Minuten
mithilfe eines Horizontalschdttlers geschdittelt. Im Anschlufd wurden alle Proben zentrifugiert
(10 min; 0°C; 4000 Uxmin™). Die organische Phase wurde verworfen und die Extinktion der
walrigen Phase mit Hilfe eines UV/VIS-Spektrometers bei einer Wellenlange von 220 nm
jeweils gegen eine (n-Octanol-gesattigte) Pufferleerprobe gemessen. Es erfolgte aufRerdem
die Messung der Extinktion der jeweiligen Ausgangslosung der Wirkstoffe (n = 5).

Der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient k ergibt sich nach Gleichung (6.1.1.), da nach
dem Lambert-Beer-Gesetz die Extinktion E proportional der Konzentration ist.

K = E(Octanol)
B - - (6.1.1.)
E(ausgeschiittelter Wirkstoffpuffer)

Da nur die Konzentrationen in der walrigen Phase bestimmt wurden, ergab sich die
Konzentration des Wirkstoffs im n-Octanol als Differenz der Konzentration im eingesetzten
(n-Octanol-gesattigten) Wirkstoffpuffer und der in der walrigen Phasen nach dem
Ausschutteln mit Octanol wiedergefundenen Konzentration (Gleichung 6.1.2.)

E(Octanol) = E(n-Octanol-gesattigter Wirkstoffpuffer) - E(ausgeschiittelter Wirkstoffpuffer)
(6.1.2.)

Aus Gleichung (6.1.1.) ergibt sich unter Verwendung der Gleichung (6.1.2.)
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K = E(n-Octanol-gesattigter Wirkstoffpuffer)-E(ausgeschittelter Wirkstoffpuffer) (6.1.3)

E(ausgeschuttelter Wirkstoffpuffer)

In Tabelle 6.1.1. sind die Charakteristika der Baclofen-Esterderivate dargestellt.

6.2. In-vivo-, Ex-vivo/ln-vitro- und In-vitro-Untersuchungen

Die In-vivo-Untersuchungen am Ganztier wie auch die Permeationsuntersuchungen durch
Caco-2-Monolayer wurden unter Anleitung bzw. durch Herrn PD Dr. Peter Langguth am
Departement Pharmazie der ETH Zirich (Schweiz) durchgefihrt. Die tierexperimentellen
Untersuchungen waren vom Veterinaramt des Kantons Zirich genehmigt worden. Somit
entsprachen Sie den in der Schweiz gultigen gesetzlichen Vorschriften fir die Durchfihrung
von Tierversuchen. Die Ex-vivo/ln-vitro-Untersuchungen am Modell des ,everted sac* fir
Baclofen wurden von Herrn Dr. Peter Ader am Institut fir Pharmazeutische Chemie der
Martin-Luther-Universitat (Halle-Wittenberg) bearbeitet. Die entsprechenden Meldungen fur
diese Tierstudien waren bei der dafur zustandigen Behoérde (Regierungsprasidium Dessau,
Dezernat 43) erfolgt.

Fur die In-vivo-Studien am Ganztier wurden mannliche Wistar-Ratten (Lebendgewicht: 200-
330 g) verwendet. Die Tiere (n=3-5 pro Entnahmezeitpunkt) wurden bis zum Tag des
Versuchs in fir die Versuchstierhaltung vorgesehenen Raumen gehalten, die auf 23°C
thermostatisiert waren. Der Tag/Nacht-Rhythmus betrug konstant 12:12 Stunden, wobei die
Tageslicht-Periode um 6:00 Uhr begann. Die Tiere erhielten bis zum Versuch Futter und
Wasser ad libitum.

Fur die Everted-sac-Untersuchungen wurden ebenfalls maénnliche Wistar-Ratten
(Lebendgewicht: 170-250 g) verwendet. Die Haltung der Tiere entsprach denen der Arbeiten
am Ganztier, jedoch erhielten die Tiere nur bis 18 Stunden vor dem Versuch Futter. Wasser
war fUr sie bis unmittelbar vor Versuchsbeginn verfligbar.

6.2.1. Geréate und Materialien

Fur die Applikation von Narkosemittel bzw. zu untersuchenden Wirkstoffe (i.p.- bzw. i.v.-
Applikation) und zur Probenentnahme wurden Einmalkanilen von Terumo (Leuven, Belgien)
mit unterschiedlichem Kaliber und 1 ml-Einmalspritzen von Primo (Asik, Danemark) bzw.
2 ml-Einmalspritzen von Becton Dickinson (Braunschweig, BRD) verwendet. Die Applikation
auf die Nasalmucosa wurde mit ,Tips for pipetman® (max. Volumen 20 pl/Nasenloch) von
Gilson Medical Electronics (Villiers-le Bel, Frankreich) und einem Pipetman”
(Volumenbereich 0-20 pl) von Pipetman Symedic AG (Zurich, Schweiz) durchgefiihrt.

Proben von Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) wurden in , Treff Lab-GefaRen* (1,5 ml) der Firma
Treff-Lab AG (Degersheim, Schweiz) oder - wie auch die erhaltenen Blutproben - in Minigrip-
Sammelréhrchen (1 ml; Beschichtung mit unterschiedlichen Stabilisatoren; s. Tab. 6.2.3.)
(Firma Milan, Genf, Schweiz) tberfihrt und tiefgefroren gelagert. Die Homogenisierung der
Gehirnproben erfolgte mit Hilfe eines Polytron-Homogenizers der Kinematica AG (Littau,
Schweiz). Die Gehirnabschnitte wurden ebenfalls in ,Treff Lab-Gefalen* (1,5 ml) der Firma
Treff AG (s.0.) gelagert. Praparationen des gesamten Gehirn ohne Aufteilung in die
verschiedenen Abschnitte, d.h. mit hdherem Probenvolumen, wurden in Flacon 2096-



Tab. 6.1.1.: Physikalisch-chemische Charakterisierung der Baclofenester-Derivate.
Substanz (R/S)-Baclofenmethyl- | (R/S)-Baclofenethylester- (R/S)-Baclofen-1- (R/S)-Baclofen-2- (R/S)-Baclofen-n-butylester-
ester-Hydrochlorid Hydrochlorid propylester-Hydrochlorid propylester-Hydrochlorid Hydrochlorid
Strukturformel cr "HN" 4 2 v O\CH3 cr *HN" 4 NN | o *HyN TN o%éLS or HN" 4 NN cr “HN 4 N NI
v o o o CH, o
S
Cl Cl Cl Cl Cl
Summenformel C11H15CI2NO2 C12H17CI2NO2 C13H19CI2NO2 C13H19CI2NO2 C14H21CI2NO2
Molare Masse [g/mol] | 264,2 278,2 292,2 292,2 306,3
Schmelzpunkt [°C] 149 149 145 162 125
"H-NMR™ 5=2,84[dd, J {H-C(2),|8 = 0,83 [t, J {H-C(27),[8 = 0,93 [t, J {H-C(3"), H-|8 = 1,04 [d, J {H-C(2""), H-|5=0,85 [t, J {H-C(4"), H-C(3")}=7,2

H-C(2)}=16,3 Hz, J {H'-
C(2), H-C(3)}=6,3 Hz H’-
C(2)], 2,69 [dd, J {H-
C(2), H'-C(2)}=16,3 Hz, J
{H-C(2), H-C(3)}=7,8 Hz
H-C(2)], 3,12-3,50 [m,
2H-C(4), H-C(3)], 3,58 [s,
3H-C(17)], 7,29-7,41 [m,
4H, arom.]

H-C(1)}=7,1 Hz, 3H-
C(2)], 2,37 [dd, J {H-
C(2), H'-C(2)}=16,1 Hz, J
{H-C(2), H-C(3)}=8,1 Hz,
H-C(2)], 2,53 [dd, J {H"-
C(2), H-C(2)}=16,1 Hz, J
{H-C(2), H-C(3)}=6,2 Hz,
H-C(2)], 2,82-3,16 [m,
2H-C(4), H-C(3)], 3,73 [q,
J {H-C(17), H-
C(2)}=71 Hz, 2 H-
C(17)], 7,00-7,12 [m, 4H,
arom.]

C2))=74 Hz,

H-C(3)}=6,1 Hz,

C(27)}=6,6 Hz,
7,30-7,42 [m, 4H, arom.]

3H-C(37)],
1,53 [m, 2H-C(2”)], 2,69 [dd,
J {H-C(2), H'-C(2)}=16,0 Hz,
J {H-C(2), H-C(3)}=8,2 Hz,
H-C(2)], 2,83 [dd, J {H"-C(2),
H-C(2)}=16,0 Hz, J {H'-C(2),
H'-C(2)],
3,12-3,42 [m, 2H-C(4), H-
C(3)], 3,94 [t, J {H-C(1”), H-
H-C(17)],

C(1")}=6,2 Hz, 3H-C(27)],
1,11 [d, J {H-C(3"), H-
C(1)}=6,2 Hz, 3H-C(37)],
2,62 [dd, J {H-C(4), H'-
C(4)}=15,7 Hz, J {H-C(4),
H-C(3)}=8,6 Hz, H-C(4)],
2,86 [dd, J {H-C(4), H-
C(4)}=15,7 Hz, J {H-C(4),
H-C(3)}=5,3 Hz, H’ -
C(4)]3,07-3,36 [m, 2H-C(2)],
3,56 [m, H-C(3)], 4,84 [m,
H-C(1)], 7,20-7,32 [m, 4H,
arom.], 8,17 [s, breit, 3H,
NHs']

Hz, 3H-C(4")], 1,15-1,26 [¥ sext.,
2H-C(3)], J=7,2 Hz, 1,38-1,49 [m,
2H-C(2°)], 2,7 [dd, J {H-C(2), H-
C(3)}=5,8 Hz, J {H-C(2), H'-C(2)} =
14,4 Hz], 2,9 [dd, J {H-C(2), H-
C(3)=5,8 Hz, J {H-(2), H-
C(2)}=14,4 Hz], 3,1 [dd, J {H-C(4),
H-C(3)}=5,8 Hz, J {H-C(4), H-
(4)}=14,4 Hz], 3,3 [dd, J {H"-C(4), H-
C(3)}=5,8 Hz, J {H-C(4), H'-
(4))=14,4 Hz], 3,6 [Wt, J [H-C(3)].
J=8,7 Hz, 3,94 [t, J {H-C(1"), H-
C(2')}=6,5, 2H-C(1")], 7,20-7,32 m,
4H, arom.], 8,19 [s, breit, 3H, NHs']

IR-Spektrum [cm™]  [2000  (NHs’), 1734[1999  (NHs'), 17312022 (NH3"), 1709 [ 2029 (NH3"), 17042024 (NH3"), 1708 (RCO2R’), 1490
(RCO2R’), 1492 (NHs") [ (RCO2R’), 1490 (NH3") [ (RCOzR’), 1490 (NHsz") (RCO2R"), 1489 (NH3") (NHz")
MS (m/z) [%] 227 (12), 196 (14), 138|241 (28), 196 (60), 138|255 (18), 196 (68), 138255 (18), 196 (60), 138 (88), | 270 (94), 253 (8), 197 (96), 138 (88),

(100), 103 (52), 77 (20)

(100), 103 (42), 77 (20)

(100), 77 (21)

77 (30), 43 (100)

77 (32), 57 (100)

Octanol/Wasser-Vertei-
lungskoeffizient k
(n=5)

3,0£03

59+0,2

20,2+1,6

18,6 £0,8

26411

Als Loésungsmittel wurde fur die Methyl-, Ethyl-

verwendet.

und 1-Propylester-Derivate MeOD; fir die 2-Propyl- und n-Butylester-Derivate aufgrund der besseren Loslichkeit CDCls

(121 Jajl@uswnadx3y ‘9
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Gefallen (Fassungsvermdgen: 14 ml) von Becton Dickinson (Lincoln Park, USA) bis zur
Analyse aufbewahrt.

Fur die Untersuchung der individuellen Konzentrations-Zeit-Profile an der Ratte nach
Applikation von TCP, Baclofen und von Baclofenester-Derivaten wurden im Rahmen des
operativen Eingriffs als Kathetermaterial PP 30-Schlauch 800/110/160/100 (Portex, England)
sowie als Befestigungsmaterial Seide [schwarz, USP 3/0 von Serag-Wiesner (Naila,
Schweiz)] verwendet.

6.2.2. Chemikalien

Diethylether wurde von Romil Chemicals Limited (Leics, GroRRbritannien) bezogen, Urethan
(Carbaminsaurethylester) von Aldrich (Milwaukee, USA), physiologische Kochsalzlésung von
Braun Medical AG (Emmenbricke, Schweiz), Tranylcypromin von Procter & Gamble GmbH
(Weiterstadt, BRD), Baclofen von Ciba-Geigy GmbH (Wehr/Baden, BRD) und Gamma-
Cyclodextrin (W8HP 0,6) von Wacker-Chemie (Liestal, Schweiz), Heparin vom Labor Dr. G.
Bichsel AG (Interlaken, Schweiz). Kokain, Ascorbinsdure, Natriumfluorid und Oxalsaure
wurden von Merck (Darmstadt, BRD), Indometacin von der Firma Aldrich (Milwaukee, USA)
bezogen. Alle verwendeten technischen Gase [Carbogen, Stickstoff (technische Qualitat)]
stammten von der Firma Messer Griesheim (Frankfurt/Main, BRD).

Vorschrift zur Herstellung der fir die Permeationsuntersuchung an Caco-2-
Monolayern verwendeten Pufferldsung [nach Wetterich, 1995]:

Die Permeationsuntersuchungen wurden in Hanks Balanced Sodium Salt Pufferlésung
(HBSS, Firma Gibco BRL-Life, Paisley, UK) durchgefuihrt, die 10 mM 2-Morpholinoethan-
Sulfonséure-Monohydrat (MES, Firma Fluka, Buchs, Schweiz) beinhaltete und mit NaOH
(0,1 M) auf pH 6,5 eingestellt worden war.

Pufferlésungen:

Vorschrift zur Herstellung des fiir die Untersuchung am umgestilpten Darmsackchen
(,Everted sac") der Ratte verwendeten Pufferlésung [Krauf3, 1988]:

Tab. 6.2.1.: Zusammensetzung der Tyrodepuffer-Lésung [g/1]

NaCl 8,00

KCI 0,20
CaCl, x 2 H,0 0,20
MgC|2 x H,0 0,10
NaHCO; 1,00
NaH,PO, 0,04
Glucose x H,0 3,00
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6.2.3. Tierexperimentelle Untersuchungen zur Kinetik in Hirngewebe und
Blut!

Zunachst wurden die Ratten mit Diethylether narkotisiert (s. Abschnitt 6.2.). Im Anschlul
erfolgte die Applikation des Narkosemittels Urethan [50% (g/g) in steriler physiologischer
Kochsalzlésung] in einer Dosis von 1500 mg/kg KG intramuskulér. Nach 60 Minuten erfolgte
die Applikation der zu untersuchenden Wirkstoffe (s. Tab. 6.2.2.), die in physiologischer
Kochsalzlésung gelost waren. Die Applikationen wurden so durchgefihrt, da® im Falle einer
intraperitonealen (i.p.) bzw. intravendsen (i.v.) Gabe ein maximales Volumen von 400 pl, im
Falle der intranasalen (i.n.) Gabe maximal ein Volumen von 20 pl (pro Nasené6ffnung)
appliziert werden muf3te. Bei der Zubereitung der Applikationslésung fur Baclofen wurde zur
Lésungsvermittiung Gamma-Cyclodextrin in einer Konzentration von 10 mg/kg KG
zugesetzt. Die Herstellung der Applikationslosung fir Indometacin erfolgte durch Lésen von
50 mg Indometacin in 3,5 ml einer Na,COs-Losung (2,5%; w/w) und anschlieRender Zugabe
von 1,5 ml HCI (0,5 M) [Huang et al., 1995].

Tab. 6.2.2.: Verabreichte Wirkstoffdosen und Enthahmezeitpunkte.

Wirkstoff Applikationsart Entnahmezeitpunkte2
i.p. [mg/kg] i.n. [mg/kg] i.v. [mg/kg] [min]
Salz freier Salz freier Salz freier
Wirkstoff Wirkstoff Wirkstoff
Baclofen® -- 1,000 - 1,000 - 1,000" 5, 20, 70
Bac-MxHCP [[1,236| 1,065 | 1,236 | 1,065 -- -- 5, 20, 60
Bac-ExHCI° 1,320 1,149 | 1,320 | 1,149 -- -- 5, 20, 60
Bac-1PxHCI’ [[1,385| 1,214 | 1,385 | 1,214 -- -- 5, 20, 60
Bac-2PxHCI®[[1,385| 1,214 | 1,385 | 1,214 -- -- 5, 20, 60
Bac-BxHCI° 1,451 | 1,280 | 1,451 | 1,280 -- -- 5, 20, 60
Indometacin -- 3,000 -- 3,000 -- -- 2,10, 20, 60
KokainxHCI [ 0,564 | 0,500 | 0,564 | 0,500 [ 0,564 | 0,500 2,10, 20, 60
TCP-Sulfat [[0,685| 0,500 [0,685°| 0,500° [0,685°| 0,500° | 2,10, 20, 70, 130,
195

Zu den fur die verschiedenen untersuchten Substanzen angegebenen Zeitpunkten (Tab.
6.2.2.) wurde zunachst versucht, Cerebrospinalfliissigkeit durch Punktion der Cisterna
cerebellomedullaris nach einem von Hudson et al. [1994] beschriebenen Verfahren zu
entnehmen. Die Gewinnung von CSF gelang nicht in jedem Fall problemlos, d.h. ohne
Beimischung nennenswerter Blutmengen, so daf3 nicht fur alle untersuchten Tiere diese
Matrix in reiner Form zur Verfugung stand (s. Abschnitt 9.4.). Gelang die Punktion der
Cisterna cerebellomedullaris konnte in der Regel ein Probenvolumen von 80 - 120 pl Liquor
erhalten werden. Im Anschlufd an die Gewinnung einer Probe von ventsem Blut (4 ml) durch
Punktion der Vena cava inferior und nach Dekapitierung des Tieres erfolgte die Praparation

! Diese tierexperimentellen Untersuchungen wurden zusammen mit bzw. unter Anleitung von PD Dr. P. Langguth
gETH Zurich) durchgefuhrt.
Zur Bestimmung der Gewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten. Die Entnahmezeitpunkte fir die untersuchten
individuellen Konzentrations-Zeit-Profile sind im Abschnitt 6.2.4. angegeben.
® Fur Baclofen und alle Baclofenester-Derivate wurde eine Dosis von 4,68 pmol/kg KG eingesetzt.
* Nur als individuelle Konzentrations-Zeit-Profile untersucht.
° rac-BaclofenmethylesterxHCI
® rac-BaclofenethylesterxHCl
! rac-Baclofen-1-propylesterxHCI
® rac-Baclofen-2-propylesterxHCl
9 rac-Baclofen-n-butylesterxHCI
1% sowohl zur Bestimmung der Gewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten, als auch als individuelle Konzentrations-
Zeit-Profile untersucht.
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(ggf. Segmentierung) des Gehirns. Im Falle von TCP und Indometacin wurde (bei 0°C) eine
Feinpréparation in die anatomischen Untereinheiten Bulbus olfactorius, Cerebellum, Cortex,
Medulla oblongata, Mesencephalon und Thalamus durchgefuhrt.

Die fur die Stabilisierung der verschiedenen Substanzen und Matrizes eingesetzten
Reagenzien sind in Tabelle 6.2.3. wiedergegeben. Die Homogenisierung des
Gehirngewebes erfolgte im Fall von Gesamthirnpraparationen nach Zugabe einer der des
Gehirngewebes &quivalenten Menge an Kochsalzlésung (s. Tab. 6.2.3.). Im Fall der
Segmentierung in die verschiedenen Gehirnareale wurde immer 1 g der entsprechenden
Kochsalzlésung vor der Homogenisierung zugegeben. Die Lagerung aller Proben erfolgte
bei -18°C, jeder Transport auf Trockeneis.

Da zum Zeitpunkt der tierexperimentellen Untersuchungen die In-vivo- und In-vitro-Stabilitat
der Baclofenester-Derivate noch nicht abschlielRend geklart war, wurden die erhaltenen
Proben durch Zusatz von NaF (10 g/l) und Oxalsaure (2 g/l) stabilisiert. Dies stellt eine fur
Ester tbliche Methode dar [Baselt et al., 1993].

Tab. 6.2.3.: Verwendete Stabilisatoren bzw. zugesetzte Reagenzien fur die
verschiedenen Matrizes und untersuchten Wirkstoffe.
Wirkstoff Zugesetzte Stabilisatoren bzw. Reagenzien
CSF Blut Gehirngewebe”
Baclofen -- EDTA --
Baclofen- NaF NaF NaF (10 g/l) + Oxalsaure (2 g/l)
Esterderivate
Indometacin® 5 ul HsPO, 7,5 ul H3PO, 7,5 ul HsPO, (85%)/g Homogenat
(85%)/Probe (85%)/ml
Kokain NaF NaF NaF (10 g/l) + Oxals&ure (2 g/l)°
TCP -- EDTA Ascorbinsaure (18 g/l)
6.2.4. Studien zu individuellen Konzentrations-Zeit-Profilen®

Nach Narkoseeinleitung (s. Abschnitt 6.2.3.) erfolgten die stumpfe Praparation der Vena
jugularis, deren Abbindung cranial und die Einfihrung des Polypropylen-Katheters. Nach
Fixierung wurde mit einer Heparin-haltigen, sterilen physiologischen Kochsalzlésung
(1:10 v/v) gespllt. Die Applikation der zu untersuchenden Substanz wurde in die ebenfalls
stumpf freipraparierte Vena femoralis durchgefiihrt. Als Zeitpunkte der Probenentnahme
wurden 3, 10, 25, 40, 60, 90, 120, 150 und 205 Minuten nach Applikation von Baclofen bzw.
dessen Ester-Derivaten festgesetzt (auf der Basis des kinetischen Verhaltens von Baclofen
bei der Ratte in friheren Studien). Im Fall des TCP wurden - ebenfalls anhand von friher
erhaltenen Daten - als Entnahmezeitpunkte 5, 10, 25, 40, 60, 120 180 und 240 Minuten nach
Applikation gewahlt. Die Probenentnahme erfolgte aus dem in die Vena jugularis
eingebrachten Dauerkatheter, nach jeder Entnahme wurde der Katheter mit einer sterilen
Heparin-haltigen physiologischen Kochsalzlésung (1:10 v/v) gespult und das entnommene
Blutvolumen (max. 300 ul/Zeitpunkt) durch sterile physiologische Kochsalzldsung ersetzt.

! Die Stabilisatoren bzw. Reagenzien wurden jeweils in physiologischer Kochsalzlésung geldst.

% hach Baselt et al. [1993].

®Dain weitergehenden Untersuchungen auch u. U. entstandene Glucuronid-Metabolite bestimmt werden sollen,
wurde - um eine Hydrolyse dieser Metabolite zu vermeiden - eine entsprechende Stabilisierung mit HzPO4
durchgefiihrt [Spahn-Langguth und Benet, 1992].

* Diese tierexperimentellen Untersuchungen wurden zusammen mit bzw. unter Anleitung von PD Dr. P. Langguth
(ETH Zzirich) durchgefihrt.
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6.2.5. Untersuchungen am umgestilpten Darmsackchen (,Everted sac*)
der Ratte!

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte in Anlehnung an ein von Kraul3 [1988] beschriebenen
Verfahren. Es wurden dabei Geréte und Chemikalien derselben Hersteller verwendet. Nach
Totung der Tiere durch Genickbruch und Offnung der Bauchhohle wurde der Dinndarm
entnommen, mit eiskalter physiologischer Kochsalzlésung gespillt und umgestilpt. Aus
einem Darmpréaparat konnten jeweils vier Jejunum- und zwei lleum-Abschnitte mit einer
jeweiligen Lange von 5 cm gewonnen werden. Jede Zwischenlagerung der Organe erfolgte
in eisgekuhltem Tyrode-Puffer (zur Zusammensetzung s. Abschnitt 6.2.2.) unter
Carbogenbegasung. Die Praparation sowie die Vorbereitung der Darmsegmente mufdten so
schnell wie mdglich erfolgen, um eine ausreichende Viabilitdt zu gewahrleisten. Nach dem
Abbinden eines Endes jedes Darmsegmentes wurden 0,8 ml der Inkubationslésung und eine
Carbogenblase in das Innere des Segments (= Serosaseite) injiziert und nach dem
VerschlulR in Glaskolben tberfiihrt, die mit 20 ml Inkubationslésung gefillt waren. Wahrend
der Inkubation (37°C, 30 min) erfolgte eine Begasung mit Carbogen. Zudem wurden die
ProbengefaRe mit einer Frequenz von 150 min™ geschiittelt, um einen ,Unstirred-layer*
Effekt zu vermeiden [Scharrer et al., 1992].

Die Baclofenkonzentration der verwendeten Lésung lag bei 1,0x10° molxI™. Die rac-Bac-
Konzentrationen waren entweder zu Beginn des Versuches auf beiden Seiten des
Darmpraparates gleich (Gleichgewichtsuntersuchung), oder wurden nur dem &uReren
Medium (Mukosa-Seite) zugesetzt (Untersuchung zur Zeitabhangigkeit des Baclofen-
Transports von apikal nach basolateral). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Inhalt
der Darmsackchen (Serosal-Ldsung) sowie ein Aliquot der @ufReren Inkubationsflissigkeit
(Mukosal-Lésung) entnommen und bis zur Analyse bei -20°C gelagert. Als Vergleiche
wurden unter gleichen Bedingungen Aliquote des Baclofen-freien Tyrode-Puffers sowie der
Ausgangslosung (Baclofen-haltiger Tyrode-Puffer) zur Analyse aufbewahrt. Als MaR3 fir die
Funktionsfahigkeit der Darmabschnitte diente im Rahmen dieser Untersuchung der
Glucosetransport, der Uber eine Glukosebestimmung (nach GOD-Perid-Methode)
guantifiziert wurde [Krauf3, 1988].

6.2.6. Permeation von Tranylcypromin durch Caco-2-MonoIayer2

Die entsprechenden Versuche wurden nach einem u.a. von Wetterich et al. [1996]
beschriebenen Standardverfahren durchgefihrt; die verwendeten Geradte, Materialien,
Chemikalien und der Versuchsaufbau entsprachen den in der Referenz beschriebenen
Bedingungen. Fir die Transportuntersuchungen wurden Caco-2-Zellen (14 tagige
Wachstumsphase, Passagen 70-75) einer Dichte von 1x10° Zellenxem?  auf
Polycarbonatfilter ausgesat, es wurden Filter mit einem Durchmesser von 12 mm und einem
Porendurchmesser von 0,4 um verwendet. Die Zusammensetzung des Transportpuffers ist
in Abschnitt 6.2.2. angegeben. Die als Trager der Zellmonolayer verwendeten
Polycarbonatfilter wurden mit den Caco-2-Zellen zwischen zwei auf 37°C temperierten und
N-durchstromten Diffusionskammern montiert. Jeweils 5 ml der auf 37°C temperierten TCP-
Lésung [1 mmol in HBSS + 10 mM MES-LOsung (pH 6,5)] wurde in den Probenraum der
apikalen Seite der Zellmonolayerschicht gegeben. Wirkstofffreier Puffer von 37°C wurde der
basolateralen Seite zugefiihrt. In jeweils 20 minitigen Abstanden (20, 40, 60, 100, 120 min)

! Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden von Herrn Dr. P. Ader am Institut fir Pharmazeutische Chemie
der Martin-Luther-Universitat (Halle-Wittenberg) durchgefuhrt.

% Die Permeationsuntersuchungen wurden zusammen mit Herrn PD Dr. Peter Langguth am Departement
Pharmazie der ETH Zurich (Schweiz) durchgefihrt.
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wurde auf der Akzeptorseite ein Probenvolumen von 600 pl enthommen und dieses
Volumen durch wirkstofffreien Transportpuffer (37°C) ersetzt, wahrend auf der Donorseite
nur zu Beginn und Ende des Versuchs eine Kontrollprobe entnommen wurde. Die
Untersuchungen wurden in drei parallelen Versuchsreihen durchgefuhrt. Zur Testung der
Integritat der Monolayer wurde *H-Mannitol zugesetzt. Sowohl die Mannitolfluxe als auch die
transepithelialen elektrischen Widerstdnde (TEER) zeigten dabei, dal3 das Testsystem intakt
war.

6.2.7. Ex-vivo/In-vitro-Untersuchungen zur Stabilitdt der Tranylcypromin-
Enantiomere

Zur Untersuchung der Stabilitat der TCP-Enantiomere wurden Inkubationsversuche mit
Hirngewebe-Homogenat der Ratte, bzw. Liquor cerebrospinalis humanen Ursprungs’
durchgefiihrt. Als Methode zur Probenvorbereitung und Analyse wurde das unter 6.4.4.
beschriebene Verfahren verwendet.

A. Zeitabhangigkeit der Degradation: In 200 mg Hirngewebehomogenat (1:1 g/g, d.h.
100 mg Hirngewebe) bzw. 100 yul CSF wurden 1,07 ug razemisches TCP (in 50 ul walriger
Lésung) gegeben. Die Proben wurden intensiv gemischt und bei 4°C inkubiert. Nach
Inkubationszeiten von 5, 15, 30, 45 oder 60 Minuten wurden die Proben aufgearbeitet und
analysiert. Als Referenz dienten TCP-Proben, die mit 200 ul Wasser (Gehirn) bzw. 100 pl
Wasser (CSF) in entsprechender Konzentration hergestellt worden waren.

B. Temperaturabhangigkeit der Degradation von TCP* Aufgrund der beobachteten
Instabilitét von TCP in Gewebehomogenat wurden weitere Stabilitatspriifungen durchgefihrt
mit dem Ziel, ggf. involvierte Enzyme zur Herstellung stabilerer analytischer Standards zu
deaktivieren. Um zu prifen, ob eine Thermodeaktivierung der Gewebematrix vor der Zugabe
des TCP einen Einflul auf die Wiederfindung der Substanz hat, wurden jeweils 200 mg
Hirngewebehomogenat (1:1 g/g, d.h. 100 mg Hirngewebe) vor der Zugabe des TCP im
Wasserbad fir 15 Minuten auf verschiedene Temperaturen erhitzt (40, 60, 80, 100°C). Nach
dem Abkuhlen folgten die Zugabe von jeweils 1,07 pg razemischem TCP (in 50 pl Wasser),
eine intensive Mischung und eine Inkubation fir 15 Minuten bei 4°C. Eine Vergleichsprobe
wurde ohne vorheriges Erhitzen ebenfalls mit einer entsprechenden Menge TCP fir
15 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden alle Proben gemeinsam
aufgearbeitet. Die Peakhdhen wurden jeweils miteinander verglichen.

In einer weiteren Untersuchung wurde geprift, ob eine kurzzeitige Hitzebehandlung eines
TCP-haltigen Hirngewebehomogenates  die Gesamtkonzentration  sowie  das
Enantiomerenverhaltnis von zugegebenem TCP beeinfludt oder ob dieses Verfahren
geeignet ware, um instabile Gewebeproben zu stabilisieren. Hierzu wurden wiederum
entweder zu 200 mg Hirngewebehomogenat (1:1 g/g, d.h. 100 mg Hirngewebe) oder 200 pl
Wasser 1,07 ug razemisches TCP (in 50 ul waRriger Losung) zugegeben. Nach intensivem
Mischen und einer ca. 15 minitigen Inkubation bei 4°C wurden die Proben im Wasserbad fir
15 Minuten auf 80°C erhitzt, nach dem Abkuhlen auf RT gemeinsam aufgearbeitet und die
Peakhthen miteinander verglichen.

C. Abhéangigkeit der Degradation von der Proteinkonzentration: Um zu prifen, ob die
Wiederfindung der TCP-Enantiomere eine Abhangigkeit von der Proteinmenge, d.h. der
Menge an vorhandenem Hirngewebe zeigt, erfolgte eine Einwaage von 0, 50, 100, 200 mg

! Die Cerebrospinalflissigkeit wurde von Frau Dr. Dierksen-Kauerz (Klinik fir Neurochirurgie, Christian-

Albrechts-Universitat Kiel) zur Methodenentwicklung und -validierung zur Verfiigung gestellt.
Nur fur Hirngewebe untersucht.
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Rattenhirnhomogenat (1:1 g/g, d.h. 0, 25, 50, 100 mg Hirngewebe). Die unterschiedlichen
Gewebemengen wurden durch Zugabe von physiologischer Kochsalzlosung auf ein
Probengewicht von insgesamt jeweils 200 mg ergénzt. Im Anschluld folgte wiederum die
Zugabe von 1,07 pg TCP in 50 pl waldriger Losung, eine intensives Mischen und eine
Inkubation fiur 15 Minuten bei 4°C. Die Aufarbeitung und Analyse erfolgte fur jede Serie
gemeinsam, die Peakhdhen der Proben ohne Gewebeanteil dienten dabei als Kontrollwerte
(100%).

6.2.8. Versuche zur Bestimmung der Konzentration der Baclofenester-
Derivate

6.2.8.1. Direkte Bestimmung

Da sich eine Quantifizierung der Baclofenester-Derivate mit Hilfe der OPA/NAC-
Derivatisierung als nicht méglich erwiesen hatte (s. Abschnitt 4.4.1.), sollte versucht werden,
diese Bestimmung mit Hilfe eines anderen Derivatisierungsreagenzes und Trennsystems zu
erreichen. Als Derivatisierungsreagenz wurde Carprofenisocyanat ausgewahlt und aufgrund
der besseren Verfligbarkeit im Rahmen der Vorversuche zunachst als Razemat eingesetzt
[Herber et al.,, 1994]. Im Folgenden sollen die untersuchten Derivatisierungsbedingungen
und das chromatographische System zusammengefasst werden (Schema 6.1.):

Schema 6.1.

200 ng Baclofenester-Derivat x HCI in 100 pl H,0
im Vakuum zur Trockne eindampfen

+ 50 pl Triethylamin (1,0 vol% in CHCIy)

+ 20 ul Carprofenisocyanat (0,1 % in Toluol)
Vortexen

Reaktionszeit 30 min (RT), unter Lichtausschlu3
+ 50 pl Ethanolamin (1,0 vol% in CHCIy)

15 min Stehen bei RT, unter Lichtausschluf3

im Vakuum zur Trockne eindampfen

+ 100 pl mobile Phase

Vortexen

80 pl injizieren

L 2R R R JEE 2R R R JBE 2R 2R R 4

Chromatographisches System

Stationare Phase: Hauptsaule: Zorbax Sil; 5 um; 250x4,6 mm ID; PN (Firma Bischoff,
Leonberg, BRD)

Mobile Phase: n-Hexan/THF/2-Propanol/TEA 100:25:10:2 (v/viviv)
FIuR: 1,0 mixmin™
Fluoreszenzdetektion Exzitation: 300 nm

Emission: 364 nm

Das hier angegebene Trennsystem stellt bereits eine optimierte Zusammenstellung dar, um
Baclofenester-Derivate aus walriger Losung nachzuweisen. Bei maximaler Verstarkung
Uber das Borwin-Auswertesystem (Fa. Jasco) waren allerdings nur vergleichsweise geringe
Peakhthen bzw. -flichen zu erhalten (angenommene Nachweisgrenze ca. 100 ng
Baclofenester-Derivat, entsprechend 50 ng pro Peak). Bei eingesetzten Probenvolumina von
z.B. 100 pl CSF oder 500 ul Blut oder 1000 mg Hirnhomogenat (1:1, g/g) ergabe sich hierbei
eine Nachweisgrenze von zwischen 200 und 1000 ngxml® CSF oder Blut bzw.
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200 ngxg" Hirngewebe. In dieser Abschatzung sind noch keine Substanzverluste
bertcksichtigt, die bei nicht quantitativer Extraktion entstehen. Aufgrund dieser Befunde
wurde auf eine Weiterentwicklung dieser Analysenmethode verzichtet.

Tab. 6.2.4.: Retentionszeiten der Baclofenester-Carprofenisocyanat-Derivate

Baclofenester-Derivat Retentionszeiten [min]
Methylester 1. Peak 5,8
2. Peak 6,4
Ethylester 1. Peak 7,2
2. Peak 8,0
n-Propylester 1. Peak 9,2
2. Peak 10,1
Isopropylester 1. Peak 8,7
2. Peak 9,2
n-Butylester 1. Peak 13,4
2. Peak 14,7

6.2.8.2. Indirekte Bestimmung (= Ruckspaltung zu Baclofen)

In weiteren Untersuchungen sollte versucht werden, die Bestimmung der Baclofen-
Esterderivate auf indirektem Wege zu ermoglichen. Hierzu sollte zunachst eine Methode
optimiert werden, mit deren Hilfe eine reproduzierbare hydrolytische Spaltung der
Baclofenester-Derivate erreicht werden sollte. Hieran anschlie@end sollte eine
Quantifizierung des dann vorliegenden Baclofen mit der analytischen Methode fur die
Muttersubstanz  (s. Abschnitt  6.4.5.) erfolgen. Die Optimierung  moglicher
Spaltungsbedingungen wurde zunadchst fur den Baclofenbutylester untersucht. In
verschlieBbaren Sovirel-Glasern wurden hierzu 103 ng (in 50 pl Wasser) des Derivates
eingebracht und zur Trockne eingedampft. Diese Menge an Baclofenbutylester entspricht
72 ng an freiem Baclofen. Im Schema 6.2. sind die untersuchten Spaltungsbedingungen
zusammengefalit.

Die Abschatzung der Spaltungsausbeute erfolgte durch den Vergleich mit den Peakhdhen,
die nach Derivatisierung und Injektion einer bekannten Menge Baclofen erhalten worden
waren und die den gleichen Verdinnungsschritten (mit Wasser, wie in Schema 6.2.
angegeben) unterworfen worden waren.

Schema 6.2.

103 ng Baclofenbutylester x HCl in 50 ul H,0

im Vakuum zur Trockne eindampfen

+ W (Tab. 6.2.4)

Vortexen

Inkubation bei X°C fur Y min

+Z

Vortexen

10 min Zentrifugieren zum Abscheiden von Salz (0°C, 4000 Uxmin™)
+ 89 ng CI-Phe (in 20 pl H,O)

weiter nach der Analysenvorschrift zur Bestimmung von Baclofen (s. Abschnitt 6.4.5.)

® S ¢ 6 6 O O 0o
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Tab. 6.2.5.: Untersuchte Spaltungsbedingungen.

wW X[°C] | Y [min] Z Ausbeute [%]
50 pl NaOH (1 M) + 50 pl MeOH 90 10 -- 9
20 14
40 19
60 21
90 44
900 55
50 ul NaOH (1 M) + 50 pl MeOH 105 10 -- 14
20 31
50 ul NaOH (0,1 M) 90 10 -- 19
50 ul HCI (0,1 M) 90 20 -- 6
100 pl NaOH (1 M) 105 10 -- nicht auswertbar
20 nicht auswertbar
40 nicht auswertbar
60 nicht auswertbar
90 nicht auswertbar
120 nicht auswertbar
100 pl NaOH (0,1 M) 105 10 -- 18
20 44
40 57
60 65; 68; 71
90 57
120 68
100 pyl KOH (0,1 M) 105 60 -- 48
55 ul NaOH (1 M) 105 60 45 ul HCI (1 M) 70
55 ul KOH (1 M) 105 60 45 ul HCI (1 M) [ 79; 59; 74; 84; 70;79

Wie der Tabelle 6.2.4. zu entnehmen ist, konnten die besten Spaltungsausbeuten erreicht
werden, wenn KOH (1 M) eingesetzt wurde und die Reaktionsmischung nach der
Inkubationszeit mit HCI (1 M) abgestoppt wurde. Es ist jedoch an dieser Stelle schon
deutlich erkennbar, dafl die Spaltungsausbeute bereits bei Versuchen aus L&sung
vergleichsweise grof3en Schwankungen unterlag. Dennoch wurde versucht, die der
Esterspaltung vorgeschaltete Extraktionsmethode zu optimieren. Das Vorgehen bei dieser
Untersuchung ist im Schema 6.3. dargestellt.

Tab. 6.2.6.: Untersuchte Extraktionsbedingungen.
Extraktionsmittel pH-Wert
Essigsaureethylester 1-11
Diethylether 9-11
Chloroform 9-11
n-Hexan/Aceton 50:1 (v/v) 9-11
[Kochak und Honc, 1984]

Die besten Ausbeuten (Extraktion in Verbindung mit Hydrolyse) ergaben sich bei der
Verwendung von Chloroform bei einem pH-Wert von 10. Bei vier innerhalb eines Tages
durchgefuihrten Untersuchungen ergaben sich Spaltungsausbeuten zwischen 64 und 93%
(76 + 14%). Aufgrund dieser hohen Variabilitaten bei Extraktion und Spaltung bereits aus
walriger Losung wurde auf die Durchfihrung weiterer Untersuchungen und
Optimierungsversuche eines solchen indirekten Analysenverfahrens verzichtet.
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Schema 6.3.

¢ 103 ng Baclofenbutylester x HCI in 250 pl H,0

¢ + 2000 pl Merck-Fertigpuffer (s. Tab. 6.2.5.)

¢ + 2x2500 pl Extraktionsmittel (s. Tab. 6.2.5.)

+ Vortexen

¢ Zentrifugieren (10 min, 0°C, 4000 Uxmin™)

¢ Abnehmen von 2x2000 pl der organischen Phase (Vollpipette)

¢ Abziehen im Vakuum

¢ + 100 pl Toluol (zum Herunterspilen des an der Glaswand haftenden Wirkstoffs)
¢ Abziehen im Vakuum

¢ +55ml KOH (1 M)

+ Vortexen

¢ Spaltung, fir 60 min bei 105°C

¢ +45ul HCI (1 M)

¢ + 89 ng CI-Phe (in 20 pl H;0)

¢ Zentrifugieren (10 min, 0°C, 4000 Uxmin™) zum Abscheiden von Salzen

+ weiter nach der Analysenvorschrift zur Bestimmung von Baclofen (s. Abschnitt 6.4.5.)

6.2.9. Ex-vivo/In-vitro-Untersuchungen zur Stabilitat der Baclofenester-
Derivate bei der Probengewinnung bzw. in Proben; Esterhydrolyse
in Proben

Zur Untersuchung der Stabilitdten der Baclofenester-Derivate wurden Inkubationsversuche
mit den verschiedenen relevanten Matrizes der Ratte, bzw. im Fall von Liquor
cerebrospinalis mit Material humanen Ursprungs (s. Abschnitt 6.2.7.) durchgefiihrt. Von allen
Baclofenester-Derivaten und von der Muttersubstanz wurden wafirige Lésungen mit einer
Konzentration von ca. 10 pg/ml hergestellt. Das Vorgehen bei dieser Untersuchung ist in
Schema 6.4. zusammengefalit.

Schema 6.4.

¢ 1000 ng Baclofenester-Derivat (in 100 pl H,0) oder 100 pl H,0 oder 105 ng Bac (in 100 pl
H.0)

¢ Eindampfen zur Trockne im Vakuum (40°C)

+ 250 pl EDTA-Rattenblut oder EDTA-Humanblut oder Human-CSF oder H,0 oder

500 mg Rattenhirnhomogenat [1:1 (g/g), d.h. 250 mg Hirngewebe]

Vortexen

Inkubation bei 37°C im Wasserbad fir 0,5; 1; 2; 4; 8; 12 und 24 h

Stabilisierung entsprechend Abschnitt 6.2.3.

Lagerung bis zur Analyse bei -18°C

Probenvorbereitung und Analyse entsprechend Abschnitt 6.4.4.

<

* & & o o

Fur keine der untersuchten Matrizes war unter den oben angegebenen Bedingungen ein
Nachweis von aus den Esterderivaten riickgespaltenem Baclofen [Nachweisgrenze (Blut) =
30 ng/ml; Nachweisgrenze (Hirngewebe) = 15 ng/g] mdéglich, wéahrend im Fall von Baclofen
unter den gewahlten Bedingungen selbst nach einer Inkubationsdauer von 24 h ein
Nachweis méglich war.

Im weiteren Verlauf wurden 100 pul aufgearbeitetes Probenmaterial [methanolischer
Uberstand (Blut, CSF), methanolisches Eluat (Hirngewebe) oder Wasser; ca. 1/4-1/6 der
ursprunglichen Probe] mit jeweils 100 ul KOH (1 M) versetzt und nach intensivem Mischen
(Vortexen) 60 Minuten bei 105°C in verschlossenen Sovirel-Glasern hydrolysiert und die
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Hydrolyse zur Standardisierung anschlieBend mit 45 pl HCI (1 M) abgestoppt. Nach
Zentrifugation zum Abscheiden von Salzen (10 min, 4000 min™, 0°C) wurden jeweils 100 pl
des Uberstands entsprechend Abschnitt 6.4.5. aufgearbeitet und analysiert. Hierbei konnte
fur alle Baclofenester-Derivate und fur alle Matrizes ein positiver qualitativer Nachweis fur
ruckgespaltenes Baclofen gefuhrt werden, wéahrend in den Baclofenester-freien Matrizes
kein entsprechendes Signal in den Chromatogrammen zu beobachten war. Eine exakte
Quantifizierung konnte nicht durchgefiihrt werden, da trotz zahlreicher Versuche keine
reproduzierbare Esterspaltung zu erreichen war (s. Abschnitt 6.2.8.2.).

6.3. Allgemeine Berechnungsverfahren; Ermittlung der pharmako-
kinetischen Parameter

Alle angegebenen kinetischen Parameter aus den individuellen Konzentrations-Zeit-Profilen
(i.v.- bzw. i.n.-Applikation von rac-TCP; i.v.-Applikation von rac-BAC) wurden Uber nicht-
kompartimentelle Analyse erhalten. Die Berechnung der Daten erfolgte mit Hilfe der
Computersoftware TOPFIT (Version 2.0) [Heinzel et al., 1994]. Die maximalen
Blutkozentrationen (Cnax) Sowie die dazugehdrigen Zeitpunkte t,,x konnten direkt aus den
individuellen Blutkonzentrations-Zeit-Profilen bestimmt werden. Mit Hilfe einer logarithmisch-
linearen Regression wurde aus den letzten drei Datenpunkten die terminale
Geschwindigkeitskonstante Az ermittelt. Far die i.v.-Gaben wurde die
Anfangskonzentrationen Co, mit Hilfe des Abschélverfahrens aus den individuellen Blut-
Konzentrations-Zeit-Profilen ~ berechnet. Die Umrechnung in die terminale
Eliminationshalbwertszeit erfolgte nach folgender Formel (Gleichung 6.3.1.):

Die Berechnung der Flache unter der Plasma-Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) erfolgte fur
den ansteigenden Kurventeil (i.n.-Gabe von TCP) nach der linearen, flr den absteigenden
Teil nach der logarithmischen Trapezregel. Nach i.v.-Applikation wurde dabei so
vorgegegangen, dal3 aus den beiden ersten Datenpunkten linear auf die Zeit t = 0O
extrapoliert wurde (TOPFIT-Methode E3). Die Extrapolation bis Unendlich erfolgte auf Basis
des letzten Datenpunktes (Cis) und der terminalen Geschwindigkeitskonstante Az
(Gleichung 6.3.2.).

AUCﬂast Y = C|ast/AZ (6.3.2.)

Die mittlere Verweilzeit (mean residence time, MRT) wurde berechnet aus der AUMC (area
under the first moment curve), d.h. der Flache unter der Kurve des Produkts aus
Blutkonzentration und Zeit (aufgetragen gegen die Zeit), und der AUC (Gleichung 6.3.3.):

MRT = AUMC/AUC (6.3.3.)

Das Verteilungsvolumen im Steady-state (Vss) nach i.v.-Gabe wurde nach Gleichung 6.3.4.
berechnet.

Vss = DXxAUMC/AUC? (6.3.4.)

Im Gegensatz hierzu ergab sich das initiale Verteilungsvolumen (V;) nach Gleichung 6.3.5.,
wobei als C, die Initialkonzentration nach i.v.-Bolusgabe (ermittelt Uber das
Abschalverfahren) eingesetzt wird. Da als Dosis (D) immer die eingesetzte Dosis (bezogen
auf 1 kg KG) zur Berechnung verwendet wurde, beziehen sich die erhaltenen initialen
Verteilungsvolumina (V;) ebenfalls jeweils auf 1 kg KG.
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Vi = DICy (6.3.5.)
Die Clearance (CL) beschreibt das virtuelle Volumen (angegeben z.B. in ml), das pro
Zeiteinheit (z.B. Minuten) von der betreffenden Substanz befreit wird. Die Berechnung

erfolgte nach Gleichung 6.3.6.A. Fur die nichtsystemische Applikation gilt Gleichung 6.3.6.B
(F = Bioverfugbarkeit; s.u.).

CL = D/AUC (6.3.6.A)
CL/F = D/AUC (6.3.6.B)
Die absolute Bioverfligharkeit (F) definiert den Anteil der Dosis, der den systemischen
Kreislauf erreicht und beeinhaltet den AUC-Vergleich bei Applikation tber einen beliebigen
nichtsystemischen Weg (hier: nasale Gabe, i.n.) und einer i.v.-Applikation. Fir die nasale
Applikation wurde die Bioverfugbarkeit nach Gleichung 6.3.7. berechnet.
Fi.n. = AUCOHoo, i.n./AUCOHoo, iv. (637)

Bei ungleicher Dosis erfolgt eine Dosiskorrektur nach Gleichung 6.3.8.

I:i.n. = (AUCi.n.xDi.v.)/(AUCi.v.xDi.n.) (638)
¢ Berechnung der Gewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten
Die Berechnung der individuellen CSF/Blut- bzw. Hirngewebe/Blut-Quotienten erfolgte durch
Quotientenbildung der entsprechenden Konzentrationen in [ng/ml] bzw. [ng/g]* fur einen
Entnahmezeitpunkt von Blut und Gewebe und fir ein Tier, nach Gleichung 6.3.9.A bzw.
6.3.9.B

Gewebe/Blut-Quotient = C[Gewebe]/C[Blut] (6.3.9.A)
CSF/Blut-Quotient = C[CSF]/C[Blut] (6.3.9.A)

¢ Berechnung der effektiven Permeabilitdten (aus Permeationsuntersuchungen an
Caco-2-Monolayer)

Die Berechnung der effektiven Permeabilitat, P [cmxmin™] durch Caco-2-Monolayer wurde
nach Gleichung 6.3.10. durchgefthrt [Artursson et al., 1996].

oC

5V (6.3.10.)
Pert =
) A *C,

In dieser Gleichung stellt 3C/3t die Anderung der Konzentration mit der Zeit auf der
Akzeptorseite des Versuchssystems dar. V, in [cm3], gibt das Probenvolumen der
Akzeptorseite der Ussing-Kammer an, wahrend A die zur Permeation zur Verfligung
stehende Flache in [sz] und C, die eingesetzte Wirkstoffkonzentration im Transportpuffer
der Donorseite beschreibt.

¢ Berechnung der Absorptionsraten bzw. Absorptionsclearance aus Everted-sac-
Untersuchungen [Mizuma et al., 1993]

! Bei systemischer Gabe betrégt die Bioverfiigbarkeit per definitionem 1.
> Die Konzentrationsangaben der Gewebe beziehen sich immer auf die Masseneinheit Gewebe, nicht auf
Gewebehomogenat.
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Zur Bestimmung der Absorptionsrate, AR [ngxmin™xcm™], wurde aus den Einzelwerten die
in Abhangigkeit von der Zeit transportierte Baclofenmenge nach Gleichung 6.3.11. bestimmt
und jeweils auf ein Zentimeter Darmlénge bezogen. Die sich ergebende Steigung entspricht
der Absorptionsrate AR.

0 Transportierte Wirkstoffmenge pro cm Darm
O Zeit

Absorptionsrate = (6.3.11.)

Aus der Absorptionsrate lalt sich die Absorptionsclearance, AC [plxmin™xcm™], nach
Gleichung 6.3.12. bestimmen:

Absorptionsrate
Endkonzentration auf der Mucosaseite (6.3.12.)

Absorptionsclearance =

Die Berechnungen zur Statistik erfolgten mit der Software SigmaPlot” Scientific Graphing
Software (Version 2.01) und einem Personal Computer (PC).

6.4. Analytischer Teil

6.4.1. Gerate

Festphasen-Extraktion: Die Analysenvorbereitung erfolgte fir Kokain-haltige Proben sowie
fur die Baclofen-Gewebeproben mit Festphasen-Extraktionssaulen von Bakerbond spe™
Octadecyl 3 ml (Firma J. T. Baker, Deventer, Holland) und dem Elutionsgestell Varian Vac
Elut SPS 24 (Varian, Darmstadt, BRD). Im Rahmen der Probenvorbereitung wurden
folgende weitere Gerate verwendet:

¢+ Reax: REAX 2000 Vortexer; Firma Heidolph, Kehlheim, BRD

¢ Schittler: SM; Firma E. Buhler, Tibingen, BRD

¢ Zentrifuge: Heraeus Minifuge GL; Firma Heraeus Christ, Hanau, BRD
¢ Entfernung von Lésungsmitteln:

Speed Vac Concentrator 200 H; Firma Bachhofer;
Reutlingen, BRD

+ Heizblock: Tecam Heizblock; Firma Bachhofer; Reutlingen, BRD

¢ Analytische Waage: AT 261; Firma Mettler-Toledo AG, Greifensee, Schweiz

+ Ultraschallbad: Sonorex RK 510 H; Firma Baudelin Elektronik, Berlin, BRD
¢ Wasseraufbereitung: Destamat Bi 18E; Firma Heraeus, Hanau, BRD

¢ pH-Meter: CG 825; Firma Schott, Mainz, BRD

GC-gekoppelte Massenspektroskopie (GC/MS): Hewlett Packard Gaschromatograph HP
5890 Il (Kapillarsaule: Hewlett Packard HP-5 MS, 30 m, 0,25 mm ID; 0,25 um Filmdicke),
Massenspektrometer HP 5972 mit Massen-selektivem Detektor und automatischem
Probengeber HP 7673 GC/SFC (Hewlett Packard, Waldbronn, BRD).

High-Perfomance-Liquid-Chromatographie (HPLC): Pumpe: Jasco PU-980;
Probenaufgabe: 100 ul Rheodyne-EinlaBventil (Rheodyne, Berkeley, USA) bzw. AS
4000/Merck Hitachi Autosampler mit 100 ul Probenschleife (Merck, Darmstadt, BRD);
Detektion: fir die Isoindolderivate (TCP, Baclofen) wurde ein Shimadzu RF-585
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Fluoreszenzdetektor (Shimadzu, Kyoto, Japan) verwendet. Indometacin-Proben wurden mit
Hilfe eines Jasco UV-975-Detektors (Jasco, Grol3-Umstadt, BRD) analysiert.

Datensicherung und -auswertung: Die Datenaufzeichnung und -auswertung wurde fur die
GC/MS-Analysen mit Hilfe des Data Analysis Programm der HP ChemStation Software
(Hewlett Packard, Waldbronn, BRD) bzw. im Fall der HPLC-Methoden mit der
Chromatographie-Steuerungssoftware Borwin 2.1b (Jasco, Grol3-Umstadt, BRD) und einem
PC durchgefihrt.

6.4.2. Chemikalien, Reagenzl6ésungen und Puffer fir mobile Phasen

Als analytische Referenzsubstanzen wurden dieselben Wirkstoffe verwendet, die auch fur
die Zubereitung der verwendeten Wirkstofflosungen der In-vivo-, Ex-vivo/ln-vitro- bzw. In-
vitro-Untersuchungen dienten (s. Abschnitt 6.2.2.). Lagen die Substanzen in Salzform vor,
erfolgte eine Berechnung der verabreichten Dosen auf den freien Wirkstoff (Base)', alle
Konzentrationsangaben beziehen sich ebenfalls auf den Gehalt an freiem Wirkstoff (Base).
Ebenso wurden zu den Berechnungen aller abgeleiteten Gréfl3en jeweils die Konzentrationen
an freiem Wirkstoff (Base) eingesetzt.

D-Amphetamin, das als innerer Standard (IS) fur die TCP-Bestimmung verwendet wurde,
sowie das fUr die Derivatisierung verwendete o-Phthaldialdehyd (OPA) wurden von der
Firma Merck (Darmstadt, BRD) zur Verfigung gestellt bzw. bezogen. Der IS zur
Bestimmung des Baclofen (R/S-Chlorphenylalanin), das zur Derivatisierung notwendige N-
Acetyl-L-Cystein (NAC) wie auch die fertig zubereiteten Eichlésungen (deuteriert und
undeuteriert) fur die GC/MS-Bestimmung von Kokain und Benzoylecgonin sowie das hierfur
bendtigte N-Methyl-N-(trimethylsilyDtrifluoroacetamid (MSTFA) und die als IS fur die
Bestimmung von Indometacin verwendete Nifluminsdure stammten von der Firma Aldrich
(Steinheim, BRD). Fur die Verwendung der o0.a. Betdubungsmittel lag eine
Umgangserlaubnis der Bundesopiumstelle fir das Pharmakologische Institut fur
Naturwissenschaftler sowie fir das Zentrum der Rechtsmedizin (beides Einrichtungen der
J.W. Goethe-Universitat, Frankfurt) vor.

Alle weiteren im Rahmen der Probenvorbereitung benutzten Chemikalien waren mindestens
von p.a.-Qualitat und wurden entweder von der Firma Aldrich (Steinheim, BRD) oder Merck
(Darmstadt, BRD) bezogen. Alle verwendeten Lésungsmittel fir die Herstellung der mobilen
Phasen (HPLC) hatten HPLC-Qualitat. Das fir die GC/MS-Analysen verwendete Helium
(GC/MS-Qualitat) wurde von der Firma Messer Griesheim (Frankfurt am Main, BRD)
bezogen.

Vorschrift zur Herstellung der verwendeten Pufferlésung zur Analyse von Kokain und
BE [RoOhrich et al., 1996]:

KH,PO,-Puffer (1/10 M; pH 6,0): 1/10 mol (= 13,61 g) Kaliumdihydrogenphosphat p.a.
mit dest. H,O auf 1000 ml auffillen, einstellen auf pH 6,0 mit Phosphorsaure (85%).

Allgemeine Vorschriften zur Herstellung verwendeter Puffer- und Reagenzlésungen
zur Analyse von TCP und Baclofen [Buck und Krummen, 1987; Wuis et al., 1987a;
Hisaka et al., 1989; Spahn-Langguth et al., 1992]:

Na-Borat-Puffer (0,4 M Na-Borat-Puffer; pH 10):
A = 3,7 g Borsaure + 30 ml NaOH (1 M) + 150 ml H,O

b's. Abschnitt 6.2.3.
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B = NaOH (1 M)
59,6 Teile A + 40,4 Teile B.
OPA-Reagenz: 5 mg o-Phthaldialdehyd wurden in 250 ul EtOH gelést und die Losung

mit 2,5 ml Na-Borat-Puffer (0,4 M) verdinnt. Das Reagenz wurde taglich frisch
hergestellt und bis zur Verwendung lichtgeschiitzt aufbewahrt.

NAC-Reagenz: N-Acetyl-L-Cystein (20 mg) wurden in 2,5 ml Na-Borat-Puffer (0,4 M)
gelost.

Alkalische Methanol-Lésung: MeOH:NaOH (1 M) 10:1 (v/v)
KH,PO,/Na,HPO,-Puffer(1/15 M; pH 6,6):

A = 1/15 mol (= 9,07 g) Kaliumdihydrogenphosphat p.a. mit dest. H,O auf 1000 ml
auffillen

B = 1/15 mol (= 11,87 g) Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat p.a. mit dest. H,O auf

1000 ml auffillen
65,3 Teile A + 34,7 Teile B.

Tab. 6.4.1.: Zusammensetzung der bei den HPLC-Analyseverfahren verwendeten
mobilen Phasen.
Zu bestimmende Mobile Phase
Substanz
Tranylcypromin 1/15 M KH,PO4/Na,HPO,-Puffer:-MeOH: THF
(100:150:3,75; viviv)
Baclofen 1/15 M KH,PO4/Na,HPO,-Puffer:MeOH: THF
(47,5:50:2,5; viviv)
Indometacin Acetonitril:Wasser (4,5:5,5; v/v)
+ 0,5 ml Phosphorsaure (85%) pro 1000 ml FlieRBmittel

6.4.3. Quantifizierung von Kokain und Benzoylecgonin via GC/MS

6.4.3.1. Probenvorbereitung fir die Bestimmung von Kokain und
Benzoylecgonin [Herber et al., 1997]

¢ 1000 pl Blut oder 100 ul CSF oder 1000 mg Hirnhomogenat (1:1; g/g)

+ 6 ml 0,1 M KH,PO,-Puffer (pH 6,0)

+ IS (Ds-Benzoylecgonin, Ds-BE) in 50 pl H,O (fur Blut: 50 ng; CSF: 5,0 ng;
Hirnhomogenat: 250 ng

Vortexen (30 s)

Schitteln (10 min)

Zentrifugieren (0°C; 5500 Uxmin™; 10 min)

Festphasenextraktion (s. Tab. 6.4.2.)

Abziehen des Ldsungsmittels bei 60° C im Vakuum

Derivatisieren mit 50 pl N-Methyl-N-(trimethylsilyhtrifluoroacetamid (70°C, 1 h)
Uberfiihrung der Probe in Probengefale fir GC/MS

* o

* S & 6 & oo
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Tab. 6.4.2.: Festphasenextraktion zur Isolierung von Kokain und Benzoylecgonin aus
verschiedenen biologischen Matrizes der Ratte.
Extraktionsschritt Durchfihrung FluRgeschwindigkeit [mIxmin™]

1. Saulenkonditionierung 2x3 ml Methanol 1,0
2x3 ml dest. Wasser 1,0
2. Probenaufgabe 2x3 ml Probe 0,5

(s. Probenvorbereitung)
3. Saulenwasche | 2x3 ml dest. Wasser 1,0
2x3 ml dest. Wasser/ 1,0

Methanol (80:20, v/v)

1 ml Essigsaure (0,1 M) 1,0

4. Saulentrocknung 10 min Durchsaugen von

Luft;
Zentrifugieren
(10 min; 5500 Uxmin™; 0°C)
5. Saulenwasche |l 1x3 ml CH,Cl,/Aceton 1,0
(1:1, viv)

6. Elution 1x3 ml CH,Cl,/ 0,5

2-Propanol/Ammoniak

(69:29:2, viviv)

6.4.3.2. Chromatographisches System fur die Bestimmung von Kokain und
Benzoylecgonin (GC/MS)*

Im folgenden ist die verwendete Analysenmethode zusammengefalit:

Stationare Phase: HP-5 MS (30 m Lange, 0,25 mm ID; 0,25 um Filmdicke)
Tragergas: Helium, 1 mixmin®, 21 kPa

Injektortemperatur: 250°C

Ofen-Programm: 2 min bei 60°C (isotherm)

Anstieg um 40°Cxmin™ auf 170°C
Anstieg um 8°Cxmin™ auf 270°C
20 min isotherm bei 270°C
Transferline-Temperatur:  280°C
lonisierungs-Energie (El): 70 eV

Tab. 6.4.3: Zur ldentifizierung und Quantifizierung des Kokains und Benzoylecgonins
verwendete lonen (TMS = Trimethylsilyl-Derivate der entsprechenden
Substanzen).
Untersuchte Substanz m/z Retentionszeit [min]
D3s-Benzoylecgonin-TMS (IS) 85 (Target), 243, 364 14,7
Kokain-TMS 82, 182 (Target), 303 14,0
Benzoylecgonin-TMS 82 (Target), 240, 361 14,8

Die Messung erfolgte im Selected lon-Modus (SIM), die Bestimmung erfolgte anhand der in
Tabelle 6.4.3. aufgefiihrten lonen (Dwell Timexlon™ = 30 ms). Die Quantifizierung basiert auf

! Die GC/MS-Analysen wurden von Herrn Dr. J. Rohrich (Zentrum der Rechtsmedizin; Universitatsklinikum
Frankfurt/Main) nach einem von ihm publizierten Verfahren [Roéhrich et al., 1996] durchgefihrt.
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den Peakflachenverhaltnissen der Targetionen bezogen auf den IS. Die relativen Peak-
Intensitaten von Qualifier-lonen wurden zur automatischen Peakerkennung herangezogen.
GleichermalRen wurde die Retentionszeit bei der Peakerkennung berucksichtigt. Als
Retentionszeit-Referenz diente der IS.

In Voruntersuchungen war nachgewiesen worden, dal3 in keiner der untersuchten Matrizes
(Rattenblut, -CSF, -Hirngewebe) endogene Bestandteile mit den Analyten Kokain und BE
interferierten. Die Spezifitat wurde hierbei Uber die Retentionszeit im Gaschromatogramm
sowie Uber die Masse des Molekulions und das Fragmentierungsschema im
Massenspektroskop abgesichert. In Abbildung 6.4.1.A-C sind typische Gaschromatogramme
einschlieB3lich der zur Quantifizierung verwendeten MS-Spuren der Target- und Qualifier-
lonen fur alle untersuchten Matrizes abgebildet.

Zur Kalibrierung wurden mit den zu untersuchenden Substanzen versetzte Leerproben,
jeweils 1 ml Blut oder 100 pl Humanliquor' oder 1000 mg Hirnhomogenat [(1:1, g/g);
stabilisierte Matrizes; s. Abschnitt 6.2.3.] verwendet. Es wurde eine Dreipunkt-Kalibrierung
mit jeweiliger Doppelbestimmung durchgefuhrt. In Tabelle 6.4.4. sind die untersuchten
linearen Konzentrationsbereiche fur Kokain und BE in den verschiedenen Matrizes der Ratte
sowie die jeweils zugesetzten Mengen des inneren Standards (Ds;BE) angegeben. Fir die
Bestimmung von Kokain lagen die Kalibrierungskonzentrationen oberhalb der maoglichen
Nachweisgrenze. Diese betragt fir Kokain und auch fur BE 1 ng des Wirkstoffs auf der GC-
Saule, d.h. bei Verwendung von 1 ml bzw. 1 g Probenmaterial ergibt sich eine
Nachweisgrenze von 1ng/ml bzw. 1ng/g. Da im Fall der Cerebrospinalfliissigkeit jeweils nur
100 pl Probenvolumen zur Verfigung standen, verschlechterte sich fur diese Matrix die
Nachweisgrenze auf 10 ng/ml. Im Fall der Quantifizierung von BE wurden
Liquorkonzentrationen nachgewiesen, die unterhalb der Nachweisgrenze von 10 ng/ml
lagen. Die Ergebnisse der im Rahmen der Methodenentwicklung durchgefiihrten
Vorstudienvalidierung sind in der zugrunde liegenden Publikation angegeben [R6hrich et al.,
1996].

Tab. 6.4.4.. Kalibrierbereich von Kokain und BE in verschiedenen Matrizes der Ratte.
Matrix Kokain | BE | 1S (Ds-BE)
[ng/ml bzw. ng/g]
Vollblut (i.p., i.n.) 10 50 200 5 40 200 50
Vollblut (i.v.) 25 100 500 5 40 200 50
CSF (i.p., i.n.) 10 50 200 -- -- -- 50
CSF (i.v.) 25 100 500 -- -- -- 50
Hirngewebe (i.p., i.n.) | 200 400 1000 10 50 200 500
Hirngewebe (i.v.) 400 800 2000 10 50 200 500

Y Zur Herkunft s. Abschnitt 6.2.7.
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Abb. 6.4.1.A: Kokain und BE in Blut (50 ng/ml Kokain; 40
ng/ml BE und 50 ng/ml D3BE).

Abb. 6.4.1.B: Kokain und BE in CSF (50 ng/ml Kokain und
D3BE).

Abb. 6.4.1.C: Kokain und BE in Hirngewebe (400 ng/g

Kokain, 50 ng/g BE und 500 ng/g D3BE).

Abb. 6.4.1.A-C: Gaschromatogramme der Bestimmung von Kokain und BE aus verschiedenen Matrizes der Ratte mit Angabe der zur Quantifizierung

verwendeten MS-Spuren von Target- und Qualifier-lonen.
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6.4.4. Analytische Methode zur Quantifizierung von Tranylcypromin

6.4.4.1. Probenvorbereitung fur die Tranylcypromin-Bestimmung

Blut, CSF und Hirngewebehomogenat als Probenmaterial:
¢ 100 pl oder 500 pl Blut' oder 100 pl CSF oder 100 mg Hirngewebe als Hirngewebe-
Homogenat®
¢ +1S (D-Amphetamin): 42 ng in 40 pl H,O (Blut)
21 ng in 20 pl H,O (CSF)
8,4 ng in 40 pl H,O (Hirngewebehomogenat)
+ 4 ml Fertigpuffer pH 11 (Merck, Darmstadt, BRD)
+ 2x4 ml Ether/Ethanol (200:3, v/v)
Schitteln bei RT (10 min, LichtausschlufR)
Zentrifugieren (10 min, 0°C, 4000 Uxmin™)
Abnehmen der organische Phase
+ 20 pl waRrige Ascorbinsaurelésung (18 g Ascorbinsaurex|™; 0,1 M)
Eindampfen der vereinigten organischen Phasen im Vakuum
+ 50 ul alkalisches Methanol [MeOH:NaOH (1 N) 10:1, v/v]
+ jeweils 50 pl OPA- und NAC-Reagenz (s. Abschnitt 6.4.2.)
Injektion von 100 pl

Erstellen der Kalibrierfunktionen durch Auftragen der Hohenverhaltnisse zwischen
Substanz und innerem Standard gegen die eingespikte Konzentration.

® S S 6 6 O

Puffermedium als Probenmaterial®:

50 pl Puffermedium

+ 1S (D-Amphetamin): 510 ng in 250 pl H,O

+ 250 pl Methanol

Vortexen fur 30 Sekunden

Zentrifugieren (10 min, 0°C, 4000 Uxmin™)

Entnahme von 90 pl

+ 50 pl alkalisches Methanol [MeOH:NaOH (1 N) 10:1, v/v]

+ jeweils 50 pl OPA- und NAC-Reagenz

Injektion von 100 pl

Erstellen der Kalibrierfunktionen durch Auftragen der Hohenverhéltnisse zwischen
Substanz und innerem Standard gegen die eingespikte Konzentration.

® S 6 6 6 O O >0

b zur Analyse der Proben aus den individuellen Konzentrations-Zeit-Profilen wurde ein Blutvolumen von
100 pl eingesetzt.

% Um fur alle Gehirnareale ein gleiches Probevolumen zu erhalten, wurde die wéaRrige Phase auf ein Volumen
von 1 ml mit destilliertem Wasser erganzt.

¥ Aus den Permeationsuntersuchungen durch Caco-2-Monolayer-Zellschichten, zur Zusammensetzung des
Puffermediums s. Abschnitt 6.2.2.
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6.4.4.2. Chromatographisches System

Stationare Phase:  Vorsaule: LiChrocart Cg-Vorsaulenkartuschen, 5 pm (Merck,
Darmstadt, BRD)

Hauptsaule:  Zorbax Cg; 5 um; 250x4,6 mm ID (Firma Bischoff,
Leonberg, BRD)

Mobile Phase: s. Tab. 6.4.1.

FIuR: 0,65 mIxmin™

Fluoreszenzdetektion Exzitation: 345 nm
Emission: 443 nm

6.4.5. Analytische Methode zur Quantifizierung von Baclofen

6.4.5.1. Probenvorbereitung fiir die Baclofen-Bestimmung®

Blut und CSF:

¢ 100 pl Blut oder 100 pl CSF

¢+ IS (R/S- 25 ngin 50 pl HO
Chlorphenylalanin):

¢ + 750 pl MeOH (Blut) oder 100 pl MeOH (CSF)

¢ Vortexen fur 30 Sekunden

+ 10 min zentrifugieren (0°C, 4000 Uxmin™)

¢ 90 pl entnehmen

¢ + 50 pl alkalisches Methanol [MeOH:NaOH (1 N) 10:1, v/v]

¢ + jeweils 50 pul OPA- und NAC-Reagenz

¢ 100 pl injizieren

¢ Erstellen der Kalibrierfunktionen durch Auftragen der Hohenverhaltnisse

zwischen Substanz und innerem Standard gegen die eingespikte Konzentration.

Hirngewebehomogenat:

¢ 1000 mg Hirngewebehomogenat (= 500 mg Hirngewebe)

¢ + IS (R/S-Chlorphenyl- 8,8 ngin 35 pl H,O

alanin):

+ 1 ml H,O

Vortexen fur 30 Sekunden

10 min zentrifugieren (0°C, 4000 Uxmin™)

Festphasenextraktion des Uberstands (s. Tab. 6.4.5.)

90 ul entnehmen

+ 50 pl alkalisches Methanol [MeOH:NaOH (1 N) 10:1, v/v]

+ jeweils 50 pul OPA- und NAC-Reagenz

100 pl injizieren

Erstellen der Kalibrierfunktionen durch Auftragen der Ho6henverhéltnisse
zwischen Substanz und innerem Standard gegen die eingespikte Konzentration.

® S & & 6 O > oo

" Im Fall der wassrigen Matrix aus den Untersuchungen zur Ev-vivo/In-vitro-Stabilitat der Baclofenester-Derivate
(s. Abschnitt 6.2.9.) konnte auf eine Aufarbeitung verzichtet und 100 pl der Probe direkt zur Derivatisierung mit
OPA/NAC eingesetzt werden.
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Tab. 6.4.5.: Festphasenextraktion  zur Isolierung von Baclofen aus dem
Hirngewebehomogenat der Ratte.
Extraktionsschritt Durchfihrung FluRgeschwindigkeit [mIxmin™]
Saulenkonditionierung 3x3 ml Methanol 1,0
2x3 ml Wasser 1,0
Probenaufgabe 1x1,5 ml 0,5
Zentrifugeniberstand
Saulenwésche | 1 ml Wasser 1,0
3 ml Wasser 1,0
Saulentrocknung 10 min Durchsaugen von
Luft;
zentrifugieren
(10 min; 5500 Uxmin™; 0°C)
Saulenwéasche I 1x0,25 ml Methanol 1,0
Elution 1x0,5 ml Methanol 0,5

Puffermedium?:

100 pl Puffer
+ 100 pl MeOH

Entnahme von 50 pl

Injektion von 100 pl

@ S & & 6 O O

Vortexen fur 30 Sekunden
Zentrifugieren (10 min, 0°C, 4000 Uxmin™)

die eingespikte Konzentration.

6.4.5.2.

Stationare Phase

Mobile Phase:
Fluf3:
Fluoreszenzdetektion

6.4.5.3.

Vorséaule:
Darmstadt, BRD)
Hauptsaule:
Leonberg, BRD)
s. Tab. 6.4.1.
0,50 mixmin™
Exzitation: 345 nm
Emission: 443 nm

+ 50 pl alkalisches Methanol [MeOH:NaOH (1 N) 10:1, v/v]
+ jeweils 50 pl OPA- und NAC-Reagenz

Erstellen der Kalibrierfunktionen durch Auftragen der Peakflachen der Substanz gegen

Chromatographisches System fir Baclofen

LiChrocart Cg-Vorsaulenkartuschen, 5 um (Merck,

Zorbax Cg; 5 um; 250%4,6 mm ID (Firma Bischoff,

Methodenvalidierung bei Tranylcypromin und Baclofen

Die Validierung fur eine bioanalytische Methode erfolgt haufig auf Basis der Arbeit von

Karnes et al. [1991] in Verbindung des Konferenzreport ,Analytical Methods Validation

[Shah et al., 1992]. Die hierbei fir TCP und Baclofen erhaltenen Daten sind im folgenden

dargestellt.

! Aus everted-sac-Untersuchungen; zur Zusammensetzung des Puffermediums s. Abschnitt 6.2.2.
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¢ Retentionszeiten, Selektivitat und Auflésung [Aced und Moéckel, 1991]:

In Tabelle 6.4.6.A sind die Retentionszeiten und die auf die Totzeit (f;) normierten
Retentionszeiten (k,) der zur Detektion verwendeten Isoindolderivate von TCP, Baclofen und
den jeweilig verwendeten inneren Standards angegeben. Die Berechnung von k, erfolgte
nach Gleichung 6.4.1.; t, stellt hierbei die Retentionszeit der Substanz n dar.

Kn= (ta-to)/to (6.4.1.)

Tab. 6.4.6.A: Mittlere Retentionszeiten und Kapazitatsfaktoren (k,) bei der Bestimmung
von TCP und Baclofen (n = 4).

Substanz Totzeit (tp) [min] t, [min] Kn
D-Amphetamin (IS) 205+0,4 7,1+0,1
(-)-TCP 25+0,2 232+0,4 8,2+0,2
(+)-TCP 249+0,4 8,8+0,1
Baclofen 10,7 +£0,2 46+0,1
1. Enantiomer des CI-Phe 1,9+0,1 176 £ 0,1 8,2+0,1
2. Enantiomer des CI-Phe (IS) 20,0+0,1 9,5+0,0

Das Verhdltnis zweier Nettoretentionszeiten (k,-Werte) wird als Selektivitdit a des
Trennsystems beziiglich der Komponenten n und n+1 bezeichnet (Gleichung 6.4.2.):

a= kn+1/kn (6.4.2.)

Hierbei soll n+1 die Komponente mit der grof3eren Retention sein. Dies impliziert ein
groReres a, je weiter die Peaks von n+1 und n auseinander liegen, d.h. je besser die
Trennung ist. Die Trennung zweier Komponenten wird jedoch nicht nur vom Peakabstand,
sondern auch von der Peakbreite beeinflul3t. Der kombinierte Einflul3 dieser beiden
Parameter wird im Begriff der Aufldsung (Res) zusammengefaldt (Gleichung 6.4.3.).

Res = 2xAt/(Wy, + Wh41) (6.4.3)

Hierbei beschreibt w die Basisbreite [min] des jeweils betrachteten Peaks, wahrend At den
Abstand der entsprechenden Peakmaxima [min] beschreibt.

Tab. 6.4.6.B: Mittlere Selektivitat (a) und Auflosung (Res) bei der Bestimmung von TCP
und Baclofen (n = 4).

Substanz Selektivitat (a) | Auflosung (Res)
(+)-TCP/(-)-TCP 1,08 £ 0,01 1,38 +0,13
2. Enantiomer des CI-Phe (1S)/1. Enantiomer des CI- 1,15+ 0,01 2,27 £0,16
Phe

Die Abbildungen 6.4.2.A-D bzw. 6.4.3.A-D geben reprasentative Chromatogramme zur
Bestimmung von TCP und Baclofen aus verschiedenen Matrizes wieder.

Aufgrund der geringen Menge an zur Verfigung stehender CSF-Leermatrix von Ratten
wurden alle Untersuchungen zu Validierungsparametern mit Human-CSF durchgefihrt (Prof.
Dr. Dirksen-Kauerz, Klinik fir Neurochirurgie, Christian-Albrechts-Universitat, Kiel). Zuvor
war durch Vergleich mit Ratten-Leermatrizes sichergestellt worden, dafl bei der
entsprechenden Matrix unter den verwendeten chromatographischen Bedingungen keine
Unterschiede zwischen den Spezies Ratte und Mensch erkennbar waren.
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Abb. 6.4.2.A: 5,3 ng/ml (-)- bzw. (+)-TCP in Vollblut.

2 3

b

Fluoreszenzintensitat

\/

T T
0 5 10 15 20 25

Zeit [min]

Abb. 6.4.2.B: 13,3 ng/ml (-)- bzw. (+)-TCP in CSF.
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Abb. 6.4.2.C: 103 ng/g (-)- bzw. (+)-TCP in
Hirngewebe™.
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Abb. 6.4.2.D: 2,03 pg/ml (-)- bzw. (+)-TCP in Puffer’.

1 = D-Amphetamin (IS)

2 =(-)-TCP

3 =(+)-TCP

Abb. 6.4.2.A-D: Typische HPLC-Chromatogramme fur die Trennung der TCP-Enantiomere und des IS (jeweils
freier Wirkstoff; Base) nach Extraktion aus verschiedenen untersuchten Matrizes und Derivatisierung mit
OPA/NAC. Im unteren Bereich der Abbildungen sind jeweils wirkstofffreie Chromatogramme dargestellt.

! bezogen auf die Masseneinheit Hirngewebe, nicht auf Hirngewebehomogenat.

% zur Zusammensetzung s. Abschnitt 8.2.2.
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Abb. 6.4.3.A: 210 ng/ml rac-Bac in Blut. Abb. 6.4.3.B: 51,1 ng/ml rac-Bac in CSF.
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Abb. 6.4.3.C: 168 ng/g rac-Bac in Hirngewebel. Abb. 6.4.3.D: 0,63 pg/ml rac-Bac in Tyrodepuffer.
1 = Baclofen 2 = 1. Enantiomer des Cl-Phe 3 = 2. Enantiomer des CI-Phe (IS)

Abb. 6.4.3.A-D: Typische HPLC-Chromatogramme fir die Trennung des Baclofen und des IS (jeweils freier
Wirkstoff; Base) nach Extraktion aus verschiedenen untersuchten Matrizes und Derivatisierung mit OPA/NAC
Im unteren Bereich der Abbildungen sind jeweils wirkstofffreie Chromatogramme dargestellt.

¢ Linearitat:

Die Linearitat wurde Uber den relevanten Konzentrationsbereich mit Hilfe gespikter Proben
von Rattenblut und -hirnhomogenat, Human-CSF sowie Puffer nachgewiesen. In Tabelle
6.4.7. sind die hierbei verwendeten Konzentrationspunkte fir alle Matrizes angegeben. Alle
Konzentrationsangaben beziehen sich auf Konzentration an freiem Wirkstoff. Die
angegebenen Hirngewebekonzentrationen beziehen sich in allen Fallen auf die angegebene
Masseneinheit an Hirngewebe, nicht auf daraus hergestelltes Hirngewebehomogenat. Die
Kalibrierfunktionen wurden durch Auftragen der Hohenverhdaltnisse zwischen Substanz und
innerem Standard gegen die eingespikte Konzentration gewonnen. Einzige Ausnahme ist die
Erstellung der Kalibrierfunktion fir die Quantifizierung von rac-Baclofen aus Puffer, bei der
eine direkte Korrelation zwischen der Peakflache des Detektorsignals und der eingespikten
Konzentration erfolgte, da kein IS verwendet wurde.

Alle Kalibrierfunktionen fir TCP wurden nach der Geradengleichung y = mx + b ohne
Einbeziehung des Nullpunktes mit einer Wichtung 1/C berechnet. Die Kalibrierfunktionen fur
Baclofen wurden mit der entsprechenden Geradengleichung ohne Bertcksichtigung des
Nullpunktes und ohne Wichtung erhalten. Als Nachweis der Linearitat gilt auler dem

! bezogen auf die Masseneinheit Hirngewebe, nicht auf Hirngewebehomogenat.
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Korrelationskoeffizienten der Regressionsgeraden auch die Steigung der partiellen
Regressionsgeraden, die nicht mehr als 5% von der Steigung der gesamten
Regressionsgeraden abweichen sollte. In Tabelle 6.4.8. sind die sich ergebenden
Geradengleichungen fur die untersuchten Substanzen angegeben. In allen Fallen, in denen
die Kalibrierfunktion finf oder mehr Datenpunkte beeinhaltete wurden die partiellen
Regressionsgeraden zusatzlich angegeben. Exemplarische Kalibrierfunktionen sind im
Anhang (Abschnitt 9.5.) dargestellt.

Tab. 6.4.7.: Verwendete Kalibrierkonzentrationen® fiir die Erstellung der Kalibrier-
funktionen bei TCP und Baclofen.
Vollblut [ng/ml] CSF [ng/ml] Hirngewebe Puffer” [pg/ml]
[ng/g]
(-)- bzw. (+)-TCP 53 13,3 103 1,01
13,3 26,6 310 2,03
26,6 53,1 1030 4,05
53,1 133 6,08
103 8,10
207 12,2
531 20,3
rac-Baclofen 68,1 51 84 0,63
136 10,2 168 1,26
340 25,5 336 2,10
681 51,1 3,14
1360 102
3400 255

¢ Bestimmungsgrenzen; Nachweisgrenzen bei der Bestimmung von TCP und
Baclofen

Wahrend als Bestimmungsgrenze der niedrigste eingespikte Wert der Kalibrierfunktion
definiert ist (s. Tabelle 6.4.7.), versteht man unter der Nachweisgrenze die Konzentration,
die ein Detektorsignal hervorruft, welches groBer ist als das Dreifache des
.Grundrauschens” im Leerwert. Die ermittelten Nachweisgrenzen sind in Tabelle 6.4.9.
angegeben.

Tab. 6.4.9.: Nachweisgrenzen in den verschiedenen Matrizes.
Blut [ng/ml] CSF [ng/ml] Hirngewebe [ng/g]’
(-)- bzw. (+)-TCP 2 5 25
rac-Baclofen 30 3 15

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden auch solche Konzentrationswerte mit in
die weitergehenden Berechnungen aufgenommen, die zwischen der Bestimmungs- und
Nachweisgrenze lagen, wenn die Analysenserie und die Chromatographie eine
entsprechende gute Qualitat aufwiesen.

L Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf die Konzentration an ,freiem* Wirkstoff (Base).
2 zur Zusammensetzung siehe Abschnitt 8.2.2.
bezogen auf die Masseneinheit Hirngewebe, nicht auf Hirngewebehomogenat.




Tab. 6.4.8.: Linearitat: Korrelationskoeffizient (r), Steigung (m), Achsenabschnitt (b) bei der Bestimmung von TCP und Baclofen.
Substanz Blut CSF Hirngewebe Puffer*
Bereich r m b Bereich r m b Bereich r m b Bereich r m b
[ng/ml] [ng/ml] [ng/g] [Hg/ml]
(-)-TCP 5,3- ]0,9984 | 0,0659 | 0,125 1,01- {0,9998 | 0,0496 | 0,033
53,1 + * + 6,08 |+0,0001|+0,0042 | +0,020
0,0010 | 0,0037 | 0,139
53,1- | 0,9990 | 0,0672 | 0,201 6,08- | 0,9991| 0,532 | 0,028
531 * + * 20,3 |*0,0005 |+0,0037 | +0,028
0,0007 [ 0,0043 | 0,154
5,3- 10,9993 |0,0688 | 0,129 13,3- |[0,9994 | 0,0217 | 0,059 103- [0,9996 |0,0646 | -0,039 | 1,01- |0,9995|0,0530| 0,031
531 * + * 133 |*0,0006 |+0,0019 | +0,052 || 1030 |=*0,0002|+0,0032| +0,053 | 20,3 |*0,0003| +0,024 | +0,023
0,0003 | 0,0038 | 0,050
(+)-TCP 5,3- ]0,9992 | 0,0609 | 0,086 1,01- {0,99920,0510| 0,011
53,1 + * + 6,08 |+0,0005 |+0,0050| +0,013
0,0004 | 0,0038 | 0,053
53,1- | 0,9989 | 0,0638 | 0,098 6,08- |0,9993|0,0498 | 0,009
531 * + * 20,3 |+0,0005 |+0,0023 | +0,012
0,0007 | 0,0029 | 0,021
5,3- 10,9990 | 0,0634 | 0,092 | 13,3- |[0,9996 | 0,0232 | 0,010 103- |0,9995|0,0633| -0,050 | 1,01- |0,9996 |0,0509 | 0,013
531 + + + 133 |*0,0002 |*0,0018 | + 0,007 | 1030 |*0,0003|+0,0028| +0,042 | 20,3 |*0,0003|+0,0025 | +0,009
0,0008 | 0,0034 | 0,018
rac- 68,1- | 0,9990 | 0,0015 | 0,012 | 5,1- |0,9981|0,0016 | -0,002
Baclofen 340 * + * 25,5 |+0,0007 |+0,0001 | +0,003
0,0008 | 0,0001 | 0,012
681- | 0,9984 | 0,0015| 0,003 51,1- [0,9978 | 0,0016 | -0,001
3400 * + * 255 |+0,0010 [ + 00,0001 | + 0,003
0,0008 | 0,0001 | 0,010
68,1- | 0,9992 | 0,0015 | 0,008 | 5,1- |0,9990|0,0016 | -0,002 84- 10,9990(0,0122 | -0,091 | 0,63- |0,9998 | 962 3293
3400 * + * 255 |+0,0009 [ +0,0002 | +0,003 336 |+0,0004 |+0,0014 [+0,0037| 3,14 |[+0,0001| *49 +617
0,0005 | 0,0001 | 0,006

L zur Zusammensetzung s. Abschnitt 8.2.2.
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¢ Prazision:

Daten zur Wiederholprazision (intra-day reproducibility) und zur Vergleichsprazision (inter-
day reproducibility) sind in Tab. 6.4.10.A-B angegeben.

Tab. 6.4.10A: Wiederholprazison (intra-day reproducibility) fir TCP und Baclofen bei allen

untersuchten Matrizes (n = 2).

Vollblut CSF Hirngewebe Puffer’

Sub- | Konz. |RSD | RE | Konz. |RSD | RE || Konz. | RSD | RE | Konz. | RSD | RE
stanz || [ng/mi] | [%] | [%] | [ng/mi] | [%] | [%] | [ng/g]" | [%] | [%] | [ug/mi] | [%] | [%]
(-)- 133 | 65 |-38| 133 | 40 |-81| 310 18 |-19| 2,03 | 3,7 |-3,7

TCP | 531 | 22 |-1,1| 53,1 | 1,0 |-3,6 6,08 | 1,0 |-1,9
206,5 | 05 |-1,2 12,15 | 1,7 | -2/4

(+)- 133 | 2,7 | 15| 133 | 41 |53 | 310 54 |40 2,03 | 55 | 57

TCP | 531 | 25 |-0,3|| 531 | 15 |19 6,08 | 21 |11
206,5 | 3,0 |[-1,6 12,15 | 2,6 | -1,3

rac- 136 6,5 |-22| 102 | 7,7 | 2,2 168 41 (24| 126 | 7,7 | 3,0
Bac | 1361 | 2,3 | 1,8 102 42 | 4,7 3,14 | 4,2 | -4,7

Tab. 6.4.10.B: Vergleichspréazison (inter-day reproducibility) fir TCP und Baclofen bei

allen untersuchten Matrizes (n = 2-4).
Vollblut CSF Hirngewebe Puffer®

Sub- | Konz. |RSD | RE | Konz. |RSD | RE || Konz. | RSD | RE | Konz. | RSD | RE
stanz || [ng/mi] | [%] | [%] | [ng/mi] | [%] | [%] | [ng/g]’ | [%] | [%] | [ug/mi] | [%] | [%]
(-)- 266 | 34 (-68| 13,3 | 7,7 [-9,8| 310 36 |54 101 |11 |76

TCP | 53,1 | 96 |-09| 531 | 6,2 | 0,3 6,08 | 24 | 1,0
206,5 | 2,0 | -2,2 12,15 [ 19 |-19

(+)- 133 | 28 |05 133 | 53 |68 | 310 64 |-48( 101 | 35 |76

TCP | 53,1 | 3,0 |-7,5| 531 | 3,1 | 43 6,08 | 24 |10
206,5 | 0,9 | -3,8 12,15 | 2,7 | -0,5

rac- 210 57 |-21| 10,2 | 7,8 [-2,0|| 105 20 |-24| 1,26 | 1,4 | 52
Bac | 1677 | 0,2 |-4,1| 204 54 |-59 2,10 | 4,7 |1 4,0

¢ Relative Wiederfindung bei der Bestimmung von TCP und Baclofen

Unter der relativen Wiederfindung versteht man den nach Extraktion und Chromatographie
im Vergleich zur nominellen Konzentration detektierbaren Anteil der Substanz. Zur
Bestimmung der relativen Wiederfindung wurden die nach Aufarbeitung erhaltenen
Peakhthen bzw. -flachen mit den Peakhdhen bzw. -flichen einer Substanzlésung der Soll-
Konzentration verglichen. In Tabelle 6.4.11. sind die abgschatzten relativen
Wiederfindungen fir alle untersuchten Substanzen und alle Matrizes angegeben.

Tab. 6.4.11: Relative Wiederfindung der verschiedenen Wirkstoffe in den untersuchten

Matrizes (n = 2).

Relative Wiederfindung [%]

Substanz Blut CSF Hirngewebe Puffer
(-)-TCP 80 80 65 95
(+)-TCP 80 80 62 95

rac-Baclofen 85 85 60 95

L zur Zusammensetzung siehe Abschnitt 8.2.2.
% zur Zusammensetzung siehe Abschnitt 8.2.2.
3 bezogen auf die Masseneinheit Hirngewebe, nicht auf Hirngewebehomogenat.
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¢ Probenstabilitat bei der Bestimmung von TCP und Baclofen

Daten zur Stabilitat von TCP und Baclofen in ,Ublichen* Matizes (Blut, Puffer) und fur
Baclofen auch in CSF waren bereits von anderen Autoren erhoben worden [Spahn et al.,
1988; Krauss, 1988; Spahn-Langguth et al., 1992; Weber-Gandke et al., 1993; Spahn-
Langguth, unveroffentliche Ergebnisse]. Lagerungsinstabilititen oder Razemisierungs-
reaktionen konnten hierbei bei Lagerung bei -20 °C Uber Zeitrdume von 12 Monaten nicht
nachgewiesen werden. Auch in den Matrizes Hirngewebe und Liquor konnte im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen fir TCP und Baclofen eine ausreichende Stabilitéat Uber
mindestens vier Monate bei einer Lagerungstemperatur von -20 °C gezeigt werden, wobei
im Hirngewebe im Fall des TCP eine Stabilisierung mit Ascorbinsdure notwendig war (s.
Abschnitt 6.2.3.), deren Zusatz sich auch wahrend der Aufarbeitung von Proben als wichtig
erwiesen hatte [Spahn-Langguth, unveréffentliche Ergebnisse].

¢ In-Prozel3-Kontrolle bei der Bestimmung von TCP und Baclofen

Alle bisher beschriebenen Parameter wurden im Rahmen der Vorstudienvalidierung erhoben
und zeigten die Eignung der verwendeten Methoden fur den quantitativen Nachweis der
untersuchten Substanzen in den unterschiedlichen Matrizes. Im Rahmen der In-Prozel3-
Kontrolle wurde sichergestellt, daf? die in der Vorstudienvalidierung erhobenen Bedingungen
den im MeRverlauf herrschenden Bedingungen entsprechen und die Ergebnisse
vergleichbar sind. Neben den Verumproben wurden in einem ,Run“ (gemeinsam
aufgearbeitete und quantifizierte Proben) auch Qualitatskontrollen (QKs) vermessen. In der
Regel betrug die Anzahl der QKs 20% (jedoch mindestens zwei pro Run), wobei ein Run nur
dann gewertet wurde, wenn mindestens 2/3 der Uber die Kalibrierfunktion riickkalkulierten
QK-Konzentrationen den eingespikten Konzentrationen entsprachen. Als noch der
Nominalkonzentration entsprechend galten Abweichungen von 15%; an der
Bestimmungsgrenze wurden Abweichungen bis zu max. 20% akzeptiert.

Tab. 6.4.11: Verwendete Konzentrationen flr QK-Proben.

Substanz Vollblut [ng/ml] | CSF [ng/ml] | Hirngewebe [ng/g]1 Puffer [pg/ml]2
(-)-TCP 26,6 13,3 310 1,01
53,1 53,1 6,08
206,5 12,15
rac-Bac 210 10,2 105 1,26
1677 204 2,10

! bezogen auf die Masseneinheit Hirngewebe, nicht auf Hirngewebehomogenat.
zur Zusammensetzung siehe Abschnitt 8.2.2.
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6.4.6. Analytische Methode zur Quantifizierung von Indometacin®

6.4.6.1. Probenvorbereitung fur die Indometacin-Bestimmung

¢ 100 pl Blut oder 100 pul CSF 100 mg Hirngewebe als Hirngewebehomogenat >

+ 20 pl HCI (2 M)

+ 1S (Nifluminsaure): 0,5 pg in 50 yl H,O (Blut, CSF) bzw. 0,1 pg in 50 pl H,O
(Hirngewebe)

+ 100 pl MeOH

+ 2,0 ml Dichlormethan

Schitteln (10 min)

Zentrifugieren (5 min, 4°C; 4000 Uxmin™)

Verdampfen von 1,8 ml CH,Cl, im Heizblock bei 30°C im N,-Strom

Rekonstitution des Rickstands in 75 pl mobiler Phase

L 2 2

* & 6 6 o o

6.4.6.2. Chromatographisches System fur Indometacin

Stationare Phase Vorsaule: Spherisorb RP Cyg; 5 um (Merck, Darmstadt, BRD)

Hauptsaule:  Waters Partisil RP Cig; 5 um; 120x4 mm ID (Waters,
Eschborn, BRD)

Mobile Phase: s. Tab. 6.4.1.
FIuR: 1,6 mixmin™
UV-Detektion: 254 nm

6.4.6.3. Erhobene Validierungsparameter fir Indometacin

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach einem von Streete [1989] publizierten
Verfahren. Da alle Konzentrationsbestimmungen an einem Tag durchgefuhrt wurden,
wurden nur fir diese Bedingungen notwendige Validierungsparameter erhoben. Im
folgenden sind die erhaltenen Validierungsparameter zusammengefat'. Die Spezifitat der
analytischen Methode wurde fur Blut und Hirnhomogenat durch Untersuchung von sechs
unabhangigen Leermatrizes Uberprift. Wie bei allen anderen bearbeiteten Substanzen
wurde die Validierung sowie die Zubereitung der Kalibrier- und Qualitatskontrollproben fur
Liquor cerebrospinalis mit Humanliquor durchgefiihrt, nachdem bei einem Vergleich von
entsprechenden Leerproben zwischen Material humanen Ursprungs und CSF der Ratte in
keinem Fall interferierende Signale im Chromatogramm nachweisbar und auch ansonsten
die Ergebnisse vergleichbar waren. Im Rahmen der Methodenentwicklung konnten weder
Instabilitdten der Eichlésungen noch ein In-vitro-Abbau von Indometacin bzw. Nifluminsaure
in den Matrizes beobachtet werden. Der lineare Bereich der Kalibrierfunktion wie auch die
erreichten Nachweisgrenzen sind in Tabelle 6.4.12. angegeben. Die hier angegebenen
Gewebekonzentrationen (in pgxg™) beziehen sich auf Gehirngewebe, nicht auf
Gewebehomogenat. Die Erstellung der Eichgerade erfolgte Uber die erhaltenen
Flachenverhéltnisse zwischen Indometacin und IS gegen die jeweils zugegebene
Konzentration an Indometacin.

! Die analytischen Arbeiten zum Indometacin wurden freundlicherweise von Herrn Dr. S. D&ppenschmitt am
Institut fur Pharmazeutische Chemie (Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg) durchgefuhrt.

2 Um fir alle Gehirnareale ein gleiches Probenvolumen zu erhalten, wurde jede Probe auf ein Volumen von
1 ml mit Wasser erganzt, die Organsegmentgewichte aber bei der Konzentrationsberechnung beriicksichtigt.
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Tab. 6.4.12:  Kalibrierbereich fir Indometacin in Blut, Liquor cerebrospinalis bzw.

Hirngewebe der Ratte.
Niedrigste | Hochste Nachweisgrenze
Matrix Konzentration [pg/ml] bzw. [ug/g] [ug/ml] bzw. [ug/g]
Blut 0,70 20,0 0,25
CSF 0,25 5,0 0,15
Hirngewebe" 0,20 4,0 0,07

! Konzentrationsangaben bezogen auf die Masseneinheit Hirngewebe, nicht auf Hirngewebehomogenat.
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7. Zusammenfassung

Die Beeinflussung der Arzneistoffmengen bzw. Dosisfraktionen, die in das
Zentralnervensystem gelangen, ist seit langer Zeit Thema von Forschungsprojekten. Dabei
spielt sowohl die Erhéhung der Aufnahme in das ZNS als auch deren Reduktion eine Rolle,
da man vielfach durch eine Selektivitdt der Verteilung in das ZNS die peripheren
Nebenwirkungen ZNS-aktiver Substanzen reduzieren als auch bei peripher wirkenden
Substanzen die zentralen Nebenwirkungen vermindern will. Die Blut-Hirn-Schranke, eine
Permeationsbarriere, die sich sowohl morphologisch als auch in Bezug auf die Dichte von
nach innen und nach aufRen gerichteten Transportern unterscheidet, ist ein spezifisches
Charakteristikum dieses Kompartimentes. Die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke erfordert
aufgrund der fehlenden Fenestrierung der Blutkapillaren bestimmte physikochemische
Eigenschaften fur den Fall, daf3 ein Arzneistoff durch passive Diffusion in das ZNS gelangen
soll.

Generell ist bei passiver Permeation davon auszugehen, dal3 das Ausmaf der Aufnahme
mit der Lipophilie der Substanz korreliert. Die ZNS-Konzentration ist aber z.B. auch
abhangig von der applizierten Dosis.

Vor einiger Zeit hat man bei Ratten festgestellt, daf3 bei Nasalapplikation nicht nur der First-
pass-Effekt deutlich niedriger ist als bei peroraler Gabe, es wurde auch gefunden, dal3 die
Selektivitdit des Transportes in das ZNS erhoht ist. Bei ersten orientierenden
Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe, die mit Tranylcypromin durchgefiihrt worden
waren, resultierten bei Nasalapplikation ausgesprochen hohe ZNS-Konzentrationen sowie
starkere Nebenwirkungen als bei intraventser Gabe.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Aspekte der Permeation in das
ZNS, des EinfluBes physikochemischer Charakteristika sowie des Applikationsweges
untersucht werden. Ziele waren es,

- anhand von ausgewahlten Substanzen mit unterschiedlicher Struktur und
Lipophilie die Abhangigkeit des Ausmales der Verteilung in das ZNS
(Hirngewebe, Cerebrospinalflissigkeit=CSF) zu bestétigen,

Dazu wurden pharmakokinetische Untersuchungen an der Ratte durchgefuihrt, bei denen das
Spasmolytikum Baclofen als sehr wenig ZNS-géngige Substanz, die ZNS-géngigen und ZNS-
aktiven Substanzen Kokain und Tranylcypromin sowie das antiiflammatorisch wirksame und
auch in der Therapie des Morbus Alzheimer eingesetzte Indometacin in der Regel
intraperitoneal appliziert wurden und bei der Ratte in Blut und ZNS quantifiziert wurden. Der
Gewebe/Blut-Quotient diente als Maf fir die ZNS-Selektivitdt der Verteilung. Im Rahmen
dieser Untersuchungen wurde fiir jede der Verbindungen ein Analysenverfahren fur Blut und
Hirngewebe entweder neu entwickelt oder etabliert.

- zu untersuchen, ob die ZNS-Selektivitat bei Applikation auf die Nasalmukosa
erhoht ist, ob dabei eine Abhangigkeit von der Lipophilie der jeweils
untersuchten Verbindung besteht und ob bei dem sehr gut in das ZNS
permeierenden Tranylcypromin und dem weniger gut permeierenden
Indometacin Lipophilie-spezifische oder Applikations-spezifische Unterschiede
im Verteilungsmuster in den verschiedenen Hirnsegmenten auffindbar sind,

Aufgrund des limitierten auf die Nasalmukosa applizierbaren Volumens musste im Falle des
schwerldslichen Baclofens zu diesem Zweck zunachst eine geeignete Formulierung hergestellt
werden, bevor die tierexperimentellen Studien durchgefiihrt werden konnten.
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- ausgehend von dem hydrophilen und schlecht ZNS-gédngigen Baclofen
potentielle Ester-Prodrugs zu synthetisieren und zu charakterisieren, die im
ZNS Baclofen freisetzen — und vielleicht eine Alternative zu intrathekal
appliziertem Baclofen darstellen — sollten, und

Die Baclofen-Ester sollten aus Baclofen in reiner Form hergestellt werden. Zudem war neben
der chemischen auch eine physikochemische Charakterisierung erforderlich. Fur die
Quantifizierung der Ester in biologischem Material war es notwendig, neue
Bestimmungsmethoden zu entwickeln. Da die Probenmengen z.T. sehr gering waren und die
Methode sensitiv sein sollte, wurden als Versuchsanséatze Derivatisierungsmethoden mit
chiralen Fluoreszenzmarkern ausgewahit.

- bei zwei der Verbindungen (Baclofen als schlecht ZNS-gangige und
Tranylcypromin als gut ZNS-gangige Substanz) an Permeationsmodellen die
prinzipielle Membrangéangigkeit (P.+-Werte) und ihre Abhé&ngigkeit von der
Lipophilie zu untersuchen.

Als Modellsystem wurde hier zunéchst das fir Permeationsuntersuchungen haufig eingesetzte
Caco-2-Modell ausgewahlt, von dessen Ergebnissen — obwohl es ein intestinales Modell ist -
eine Extrapolation auf die Blut-Hirn-Schranke mdglich ist. Es sollte auch untersucht werden, ob
sich Hinweise auf aktive Transportprozesse ergeben.

Bioanalytische Verfahren:

Die Entwicklung bzw. Optimierung der Analysenverfahren fir die Bestimmung der
applizierten Substanzen bzw. ihrer Metaboliten resultierte in Analysenverfahren, die
reproduzierbar und ausreichend sensitiv waren, um sowohl im Blut als auch im Gehirn und in
den kleinvolumigen CSF-Proben zuverlassige Gehaltsbestimmungen durchzufiihren. Es war
bei der Gewinnung der Proben darauf Wert gelegt worden, dal® potentielle Instabilitaten von
jeweiliger Muttersubstanz oder von Metaboliten durch Stabilisierungsmalinahmen ex vivo
weitgehend verhindert wurden. In der Regel wurden HPLC-Verfahren eingesetzt, lediglich im
Falle von Kokain und seinem Metaboliten Benzoylecgonin wurde eine GC/MS-Methode
verwendet. Im Falle des Baclofen gelang zwar die sensitive Bestimmung des
Gesamtgehaltes, nicht aber diejenige der beiden Enantiomere. Baclofen-Ester waren mit
chiralen Derivatisierungsreagenzien vom Typ der S&urechloride und Isocyanate prinzipiell
gut derivatisierbar, die Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd/N-Acetylcystein gelang jedoch
in keinem Fall. Insgesamt konnte fiir keinen der Ester auf Basis der angegebenen
Reagenzien in einem angemessenen Zeitraum ein ausreichend sensitives und in der
Routineanalytik zuverlassiges Bestimmungsverfahren entwickelt werden. Diese Problematik
wurde Gegenstand eines anderen Projekts.

Kinetik und ZNS-Verteilung der Modellsubstanzen:

Neben den Verteilungsstudien waren fir Tranylcypromin (TCP) und Baclofen
pharmakokinetische Studien durchgefiihrt worden, die zum Ziel hatten, die kinetischen
Basisparameter bei der Ratte zu ermitteln. Im Falle von Baclofen wurde ein mittleres initiales
Verteilungsvolumen (V) von 1,5 I/kg, eine systemische Clearance (CL) von 10 ml/min und
eine terminale Halbwertszeit (t12) von 133 min berechnet. Die entsprechenden Parameter fur
(-)-TCP betrugen 0,83 I/kg (V), 43 ml/min (CL) und 106 min (t;), fir (+)-TCP 0,76 l/kg (V),
31 ml/min (CL) und 137 min (ty). Fur TCP wurde zudem die systemische Verfugbarkeit
nach nasaler Applikation mit 43 (-) und 66 % (+) bestimmt.
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Alle Modellverbindungen waren im Hirngewebe nachweisbar. Die Hirngewebe/Blut-
Quotienten, die ein MaR fur die Organselektivitdt darstellen, betrugen zum Zeitpunkt der
Maximalkonzentration bei Baclofen 0,05-0,1; bei (-)-TCP 6-9; (+)-TCP 1-2; bei Kokain 9 und
bei Indometacin 0,1-0,3. Ordnet man die Substanzen nach steigender Lipophilie so ergibt
sich folgende Reihenfolge

Baclofen < Tranylcypromin < Kokain < Indometacin.

Somit differiert die Reihenfolge der Lipophilie von der der Gewebe/Blut-Quotienten, d.h., die
In-vitro- von den In-vivo-Verteilungsquotienten, im Falle von Indometacin sehr stark.
Berlcksichtigt man allerdings noch die sehr hohe Plasmaproteinbindung von Indometacin —
die der anderen Verbindungen ist vergleichsweise gering — so ergibt sich durch diese
Korrektur eine wesentlich bessere Korrelation.

CSF-Konzentrationen waren generell niedrig, die maximalen CSF/Blut-Quotienten betrugen
bei Baclofen <0,05; (-)-TCP 0,5; (+)-TCP 0,5; Kokain 1,0; Indometacin 0,4.

Vergleich von intraperitonealer und nasaler Applikation — ZNS-Kinetik und Verteilung
in die Hirnareale:

Die Hirngewebe/Blut-Quotienten, die ein Mal3 fir die Organselektivitat darstellen, betrugen
zum Zeitpunkt der Maximalkonzentration bei Baclofen 0,2; bei (-)-TCP 10-15; (+)-TCP 1-2;
bei Kokain 18 und bei Indometacin 0,3-0,4.

CSF-Konzentrationen waren bei Nasalapplikation nur geringfiigig anders als bei i.p.-Gabe,
die maximalen CSF/Blut-Quotienten betrugen bei Baclofen <0,05; (-)-TCP 0,7; (+)-TCP 0,7,
Kokain 1,8; Indometacin 0,05.

Somit ergab sich bei Nasalapplikation fir Kokain und TCP in der Regel eine signifkant
hohere Gehirnselektivitdt und etwas bessere CSF-Verfugbarkeit, fir Baclofen zwar eine
etwas bessere Verflgbarkeit im Hirngewebe, jedoch keine erhthte CSF-Selektivitat.
Unerwartet war auch der Befund, dal3 die CSF-Konzentration bei nasal appliziertem
Indometacin geringer war als bei intraperitoneal appliziertem Indometacin.

Die Verteilung in die verschiedenen Hirnsegmente verlief im Falle von TCP sehr schnell, dal3
schon beim ersten Entnahmezeitpunkt (2 min nach i.n. Applikation) in allen untersuchten
Hirnarealen signifikante Konzentrationen gefunden wurden. Die Tatsache, dal3 die
Konzentrationen im Cortex am hodchsten (Gewebe/Blut-Quotient 15) und im Bulbus
olfactorius (Gewebe/Blut-Quotient 10) am geringsten waren, bestatigten nicht die
urspruingliche Hypothese einer direkten Aufnahme von der Nasalmucosa Uber den
Riechnerv in das Gehirn. Weiteren, hier nicht beschriebenen Untersuchungen zufolge ist
TCP kein Substrat fir Multidrug-Transporter, so dafd dieser Aspekt nicht in die Interpretation
der Daten mit einbezogen werden mulf3.

Im Falle von Indometacin, von dem angenommen wurde, dafl man aufgrund der
langsameren Aufnahme in das ZNS eine bessere Diskriminierung zwischen den Arealen —
bei gleicher relativer Verteilung — finden konnte, ergab sich ein vollig anderes Profil. Hier
lagen die Gewebe/Blut-Quotienten bei i.n.-Gabe initial teilweise signifikant tber denen der
nach i.p.-Applikation. Nach i.n.-Gabe wurden signifikante Konzentrationen im Thalamus
gefunden, wahrend die Substanz bei i.p.-Gabe aufgrund der geringen Spiegel dort meist
tberhaupt nicht quantifizierbar war. Mdglicherweise spielt in Bezug auf das intracerebrale
Verteilungsmuster der Substanz die Tatsache eine Rolle, da? Indometacin Affinitdt zu
Transportern (wie dem organischen Anionen-Transporter) besitzt.
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Synthese von Estern als potentielle Baclofen-Prodrugs:

Die Herstellung der homologen Ester gelang in hohen Ausbeute und in reiner Form, so dal
fur die physikochemischen und kinetischen Untersuchungen ausreichend Material zur
Verfligung stand.

Bei den In-vitro-Untersuchungen zur Stabilitat in Puffer, Blut und Hirnhomogenat und auch
bei den In-vivo-Untersuchungen wurde eine Uuberraschend hohe Stabilitat der Ester
gefunden. Zudem waren die Ester in hydrophilen Medien nicht derivatisierbar (z.B. mit o-
Phthaldialdehyd/N-Acetylcystein), lediglich eine Umsetzung in lipophilen Medien unter
Verwendung von Saurechloriden und Isocyanaten war moglich. Daher wurde mithilfe des
Molecular Modelling-Programmes MOMO eine Konformationsanalyse durchgefihrt, die
ergab, dafld unter physiologischen Bedingungen - wahrscheinlich aufgrund der Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke zwischen Carbonylsauerstoff und Aminofunktion — bei den Estern
eine stabile ringartige Struktur vorliegt.

Bei den Untersuchungen zur In-vivo-Stabilitédt der Baclofen-Ester-Derivate war nachweisbar,
dafl} das Ausmal3 der Esterspaltung sowohl von der Kettenlange des beteiligten Alkohols als
auch der Applikationsweise abhangig ist, wahrend die Lipophilie eine eher untergeordnete
Rolle spielt. Sowohl diese Ergebnisse, wie auch weitere Ex-vivo/in-vitro-Untersuchungen
sprechen dafur, daf? die Esterspaltung nicht im Blut oder Gehirn sondern wahrscheinlich in
der Leber stattfindet.

Wie zu erwarten zeigte sich bei den Estern von Baclofen im Rahmen der Bestimmung der
Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten eine deutliche Abhangigkeit von der Kettenlange.

Das Ausmal’ der Baclofen-Entstehung war bei den Estern unerwartet gering. Zwar konnte in

allen Mel3kompartimenten Baclofen gefunden werden, allerdings war das Ausmalf3 zu gering,
als daf® man von einer ZNS-Vehikelfunktion der Prodrugs sprechen konnte.

Studien zum Membranpermeationsverhalten von Baclofen und Tranylcypromin:

In In-vitro-Untersuchungen zum TCP an Caco-2-Zellkulturen konnten die effektiven
Permeabilitaten (Pex) flr beide Enantiomere bestimmt werden. Es zeigte sich, dal3 beide
Stereoisomere vergleichbar rasch durch die Enterozyten-Monolayer permeieren. Wie
erwartet Uberstieg die Permeabilitédt von TCP die von Baclofen deutlich. Es war mdéglich, die
erhaltenen Daten in bestehende Korrelationen zwischen Pz und Absorptionsverhalten
einzufiigen.

Die Untersuchungen ergaben im Falle von Tranylcypromin keinen Hinweis auf einen aktiven
Transportprozess. Allerdings wirde das Ausmald des Permeabilitatsunterschiedes zwischen
den Substanzen im Caco-2-Modell die Unterschiede in der ZNS-Verteilung nicht in
ausreichendem Mal3e erklaren.

Zudem wurden bei den fur Baclofen durchgefiihrten Studien am Everted-sac-Modell — wie
erwartet - Hinweise darauf gefunden, dafl} ein aktiver nach innen gerichteter Transport
stattfindet.
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Schluf3folgerung und Ausblick:

- Fur die vier ausgewahlten Modellsubstanzen konnte eine Korrelation von Lipophilie
und ZNS-Verteilung dann eindeutig nachgewiesen werden, wenn — das war sehr
wichtig fur Indometacin — die Plasmaeiweil3bindung in die Berechnungen mit
einbezogen wurde.

- Die Nasalapplikation zeigte in Bezug auf die Erhohung der ZNS-Selektivitat in der
Regel einen grofReren Effekt beim Hirngewebe als bei der CSF.

- Ein allgemein valider spezieller Weg von der Nasenschleimhaut in das ZNS konnte
bei den vorliegenden Untersuchungen trotz genauer Analyse verschiedener
Hirnareale in Abhangigkeit von der Zeit nicht gefunden werden. Hier ist sicherlich zu
bertcksichtigen, dal3 bei bestimmten Substanzen auch aktive Transportprozesse fur
das Ausmal3 und die Art der Kompartimentierung relevant sind.

- Die synthetisierten Baclofen-Ester zeigten eine hohe Stabilitéat in vitro und in vivo.
Zudem waren sie in analytischen Studien vergleichsweise reaktionstrage, was
moglicherweise auf intramolekulare Wasserstoffbriickenbildung zurtickzufuhren ist.
In Form der homologen Reihe von Baclofen-Estern steht eine Gruppe von
Modellsubstanzen zur Verfluigung, die unabhé&ngig von ihrer Funktion als potentielle
Prodrugs als Modellsubstanzen fir Struktur-Kinetik-Beziehungen verwendet werden
konnen.
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9.

Anhang

9. Anhang
9.1. Untersuchte Wirkstoffe
Abb. 9.1.1.; Strukturen und Bezeichnungen der untersuchten Wirkstoffe.

Strukturformel IUPAC-Bezeichnung Int. Freiname Abkirzung Molare
bzw. davon Masse®
abgeleitete [gxmol™]

Bezeichnung
cl (R,S)-4-Amino-3- (R,S)-Baclofen Bac 213,7
(4-chlorphenyl)-
butterséure
o)
H,N
* OH
cl (R,S)-4-Amino-3- (R,S)-Baclofen- Bac-M 2277
(4-chlorphenyl)- methylester
butterséure-
methylester
o}
H,N - o _CH,
cl (R,S)-4-Amino-3- (R,S)-Baclofen- Bac-E 2417
(4-chlorphenyl)- ethylester
butterséure-
ethylester
o]
H,N
’ * 0" NcH,
cl (R,S)-4-Amino-3- | (R,S)-Baclofen-1- | Bac-1P 255,8
(4-chlorphenyl)- propylester
buttersaure-1-
propylester
o}
H,N 5 0/\/CH3
cl (R,S)-4-Amino-3- | (R,S)-Baclofen-2- | Bac-2P 255,8
(4-chlorphenyl)- propylester
buttersaure-2-
propylester
o] CH,
H,N
* o CH,
i Des freien Wirkstoffs (Base).

Stereogenes Zentrum; alle Substanzen wurden als Razemat eingesetzt.
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Abb. 9.1.1.: Strukturen und Bezeichnungen der untersuchten Wirkstoffe (Fortsetzung).
Strukturformel IUPAC-Bezeichnung Int. Freiname Abkirzung Molare
bzw. davon Masse’
abgeleitete [gxmol™]
Bezeichnung
cl (R,S)-4-Amino-3- | (R,S)-Baclofen-n- Bac-B 269,8
(4-chlorphenyl)- butylester
buttersaure-n-
butylester
o}
HN AN
* o CH,
CH, 1-(4-Chlorbenzoyl)- Indometacin Ind 357,8
5-methoxy-2-methyl-
HOOC 2" 3-indolessigsaure
cl
Hac\0
HC._ A [1-R-(exo, ex0)]-3- Kokain Kok 303,4
N C~o-Cts Benzoyloxy-8-
o methyl-8-azabicyclo-
Sc [3.2.1]octan-2-
H g carbonsaure-
methylester
HC._ Q " [1-R-(exo, ex0)]-3- Benzoylecgonin BE 289,3
M C~o’ Benzoyloxy-8-
o methyl-8-azabicyclo-
Sc [3.2.1]octan-2-
H g carbonsaure
(x)-trans-2-Phenyl- (¥)- TCP 133,2

cyclopropylamin

Tranylcypromin

i Des freien Wirkstoffs (Base).

Stereogenes Zentrum; alle Substanzen mit Ausnahme des Naturstoffs Kokain (ohne Angabe der
stereogenen Zentren dargestellt) und des (achiralen) Indometacin wurden als Razemat eingesetzt.
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9.2. Programmierschritte fiir den AS 4000/Merck Hitachi-Autosampler®
1 HOME 28 ASP 1 110 3
2 TIMER 29 DISP 1 110 5
3 OouT 30 LOOP

4 WASH 31 HEIGHT O 2

5 DO X 1 10 1,0 32 TIMER 60

6 HEIGHT O 2 33 WAITTIMER

7 ASP 1 5 3 34 ASP 1 5 4
8 TUBE 2 1 35 HEIGHT 37 2

9 ASP 30 3 36 ASP 1 9 4
10 HEIGHT O 2 37 HEIGHT O 2

11 ASP 1 5 3 38 ASP 1 5 4
12 TUBE 0 0 39 VALVE O

13 TUBE 3 11 40 TUBE 0O O

14 DISP 1 40 4 41 TUBE 0 1

15 TUBE 0O O 42  WAIT 2,0

16 DISP 1 10005 43 VALVE 1

17 HEIGHT 0 2 44 DISP 1 100 3
18 ASP 1 5 3 45 WAIT 2,0

19 TUBE 2 2 46 VALVE O

20 ASP 1 30 3 47 OUT 1 1

21 HEIGHT 0 2 48 OUT 1 0

22 ASP 1 5 3 49 TUBE 0O O

23 TUBE 0O O 50 DISP 1 10005
24 TUBE 3 J1 51 WAIT x3

25 DISP 1 40 4 52 LOOP

26 HEIGHT 37 2 53 HOME

27 DO 3 6 1 1 54 WASH

! Mit Hilfe des AS 4000/Merck Hitachi Autosampler wurden die Analysen der Untersuchungen am
umgestilpten Darmséackchen (,Everted sac*) der Ratte, die Bestimmung der Proben zu den
Untersuchungen zur Permeation von TCP durch Caco-2-Monolayer, die Ex-vivo/In-vitro-
Untersuchungen zur Stabilitdt der Baclofenester-Derivate und die Quantifizierung des in vivo aus den
Baclofenester-Derivaten riickgespaltenen Baclofen durchgefiihrt.

Ausfihrliche Angaben Uber die zu dieser Programmierung verwendeten Befehle sind der
Bedienungsanleitung des Herstellers zu entnehmen.

% Anzahl der im Autosampler bereitgestellten Proben.

® Runtime fur ein Chromatogramm in [s].
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9.3. Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten
Tab. 9.3.1. Einzelwerte der Bestimmung der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienzten (k) der
Baclofenester-Derivate (n=5).
Bestimmung Bac-M Bac-E Bac-1P Bac-2P Bac-B
1 2,6 6,2 18,9 19,0 26,8
2 3,2 5,8 20,9 18,5 28,0
3 2,9 6,0 19,2 17,9 25,4
4 2,9 5,9 19,3 17,9 26,8
5 3,3 5,6 22,7 19,7 25,2
MW + SD 3,0+£0,3 59+0,2 20,2+ 1,6 18,6 + 0,8 26,4+1,1
9.4. Gewichte von Versuchstieren und entnommenen Organen’
Tab.9.4.1. Tier- und Organgewichte - ZNS-Verteilung von Kokain.
Tiernummer | Gewicht [g] Zeit [min] Applikation CSF Blut Hirn [g]
TA 243 2 i.p. X* X 1,98
B 246 2 i.p. X** X 1,98
TC 220 2 i.p. X X 1,93
T074 260 10 i.p. X** X 1,96
TO75 263 10 i.p. XIR X 1,93
TO076 309 10 i.p. X* X 1,93
TO77 229 20 i.p. X* X 2,02
T078 237 20 i.p. X* X 1,80
TO079 275 20 i.p. X X 2,06
T080 232 60 i.p. XF* X 1,85
T081 233 60 i.p. X** X 1,96
T082 291 60 i.p. XF* X 1,92
MW + SD 253 + 27 1,94 £ 0,07
T149 291 2 i.n. - X 1,98
T150 281 2 i.n. X** X 1,94
T151 282 20 i.n. X** X 1,94
T152 303 20 i.n. XFRH X 1,99
T153 304 60 i.n. X* X 2,04
T154 325 60 i.n. X* X 1,96
T155 310 2 i.n. - X 1,86
T156 309 20 i.n. X X 2,03
T157 317 60 i.n. X** X 2,12
T158 314 10 i.n. X** X 1,96
T159 317 10 i.n. X* X 1,87
T160 303 10 i.n. X** X 2,07
MW £ SD 305+ 14 1,98 £ 0,08

! Die Erklarung der in den Tabellen des Abschnitts 9.4. verwendeten Abklrzungen und Symbole folgt
am Ende des Kapitels 9.4.
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Tab.9.4.1. Tier- und Organgewichte - ZNS-Verteilung von Kokain (Fortsetzung).1
Tiernummer | Gewicht [g] Zeit [min] Applikation CSF Blut Hirn [g]
K09 309 10 iv. X X 2,07
K10 303 60 iv. X X 1,94
K11 320 20 iv. X X 1,96
K12 315 2 iV, X X 2,05
K13 304 60 iv. X X 2,14
K14 310 20 iv. X X 2,02
K15 322 20 iv. X X 2,05
K16 325 10 iv. X* X 2,12
K17 303 10 iv. X* X 1,94
K18 301 2 iv. X* X 1,85
K19 311 2 i.v. X X 2,10
K22 317 60 V. X* X 2,00
MW + SD 312+ 8 2,02 + 0,09
Tab.9.4.2. Tier- und Organgewichte — Studie zur Verteilung von TCP in verschiedene
Hirnareale."
Gehirnteile [mg]
Tier | Gewicht | Zeit | App. | CSF | Blut | Bulbus | Medulla | Cerebellum | Cortex | Mesen- | Thalamus
[0] [min] cephalon
A001 270 20 i.p. -- X 60 270 340 750 420 160
A002 253 20 i.p. -- -- 60 230 350 850 290 170
A004 | 245 70 i.p. -- X 70 230 300 800 360 140
A005 270 70 iLp. | xX*** | X 90 280 320 750 400 190
A006 260 20 i.p. -- X 70 280 330 880 370 160
A007 260 130 | i.p. | X** | x 70 240 260 910 350 120
A008 290 195 | i.p. | X** | x 90 210 320 830 430 180
A012 290 70 ip. [ x** X 110 240 350 860 380 150
A013 275 130 | i.p. -- X 60 250 330 910 430 170
A014 | 270 195 | i.p. -- X 60 200 320 780 460 170
A015 275 130 | i.p. | X** | x 90 240 310 830 390 150
A016 260 195 | i.p. | X** | Xx 80 230 310 800 460 200
A039 255 20 i.p. -- X 100 200 300 880 390 170
A040 240 20 i.p. -- X 100 220 330 890 430 180
TOO1 197 10 i.p. -- X 70 150 270 780 410 170
T002 203 10 i.p. -- X 80 170 300 850 440 150
TOO3 211 10 i.p. -- -- 130 180 270 710 410 240
T004 222 2 iLp. | X*** | X 90 230 330 870 390 170
TO05 194 2 ip. [ x** X 90 180 250 770 390 150
T018 209 2 i.p. X* X 90 220 300 800 320 170
MW 247 83 223 310+ 29 825 | 396+44 | 168 £ 25
+SD| +31 +19 + 35 + 57

! Die Erklarung der in den Tabellen des Abschnitts 9.4. verwendeten Abklrzungen und Symbole folgt
am Ende des Kapitels 9.4.

2 Alle Hirngewebeproben von Tieren, die mit ,A* bezeichnet sind, wurden nicht mit Ascorbinsaure
stabilisiert (s. Abschnitt 6.2.3.). Aufgrund der Instabilitit des (+)-TCP bei der Probengewinnung, -
homogenisierung und -aufarbeitung ist eine Angabe der (+)-TCP-Konzentration in den Gehirnarealen
dieser Versuchstiere deshalb nicht mdglich.
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Tab.9.4.2.: Tier- und Organgewichte - Studie zur Verteilung von TCP in verschiedene Hirnareale
(Fortsetzung).l
Gehirnteile [mg]
Tierz | Gewicht | Zeit | App. | CSF | Blut | Bulbus | Medulla | Cerebellum | Cortex Mesen- Thalamus
[a] [min] cephalon

A009 | 275 20 [in. | x* | x 80 230 300 850 420 180

A010| 280 20 [in. | x** | x 90 220 330 930 390 180

A01l1| 275 20 [in. | x* | x 80 240 290 790 450 160

A017 | 280 70 [in. | x** | x 70 230 310 800 410 160

A018 | 250 70 [ i.n. - X 90 250 320 870 380 160

A019| 235 195 | i.n. - X 70 210 290 720 480 140

A020 | 290 130 | i.n. | x* X 90 240 320 950 400 140

A021| 250 195 | in. | x* | X 80 170 290 650 390 200

A022 | 253 70 [ i.n. - X 100 250 320 890 380 170

A023 | 280 130 | i.n. - X 100 240 330 820 420 180

A024 | 325 130 | i.n. - X 80 230 340 880 410 160

A025| 285 195 | i.n. - X 90 240 320 910 370 160

A041 | 225 70 [ i.n. - X 90 230 310 840 360 180

A042 | 245 195 | in. | x¥** | X 90 240 310 770 420 170

A043 - 130 | i.n. | x* X 90 220 310 760 420 190

T019 | 223 2 i.n. X X 90 210 270 890 350 150

T020 | 212 2 in. | x* X 90 210 270 820 330 110

T021 | 203 2 i.n. X X 90 210 320 890 420 110

T022 | 223 10 | in. [ x*¥** | X 80 200 270 840 370 190

T023 | 207 10 | in. | x| X 80 200 300 880 370 200

T024 | 221 10 | i.n. -- X 80 210 300 700 420 180

MW 252 86+8| 223 306 + 20 831 | 398+35 | 165+ 25

+SD| %33 + 20 +78

Tab. 9.4.3. Tier- und Organgewichte - ZNS-Verteilung von Baclofen.

Tiernummer | Gewicht [g] Zeit [min] Applikation CSF Blut Hirn [g]
A026 290 65 i.p. x* X 2,13
A027 325 75 i.p. - X 2,12
A028 305 15 i.p. X X 2,11
A029 330 20 i.p. X** X 2,25
A030 320 25 i.p. - X 2,18
A031 320 70 i.p. xX* X 2,23
T117 304 5 i.p. x* X 2,03
T118 300 5 i.p. X X 2,09
T119 318 5 i.p. X X 2,15

MW + SD 312 +13 2,14 £ 0,07

! Die Erklarung der in den Tabellen des Abschnitts 9.4. verwendeten Abklrzungen und Symbole folgt
am Ende des Kapitels 9.4.

2 Alle Hirngewebeproben von Tieren, die mit ,A* bezeichnet sind, wurden nicht mit Ascorbinsaure
stabilisiert (s. Abschnitt 6.2.3.). Aufgrund der Instabilitit des (+)-TCP bei der Probengewinnung, -
homogenisierung und -aufarbeitung ist eine Angabe der (+)-TCP-Konzentration in den Gehirnarealen
dieser Versuchstiere deshalb nicht mdglich.
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Tab. 9.4.3. Tier- und Organgewichte - ZNS-Verteilung von Baclofen (Fortsetzung).l
Tiernummer | Gewicht [g] Zeit [min] Applikation CSF Blut Hirn [g]
A032 295 75 i.n. x* X 2,03
A033 320 20 i.n. X X 2,06
A034 325 20 i.n. x* X 2,33
A035 280 70 i.n. - X 2,19
A036 285 70 i.n. Xrr* X 2,06
A037 270 20 i.n. X** X 2,10
A038 225 70 i.n. - X 2,05
T120 291 5 i.n. X* X 1,97
T121 306 5 i.n. x* X 2,17
T122 277 5 i.n. - X 1,94
MW + SD 287 + 28 2,09+0,11
Tab.9.4.4.. Tier- und Organgewichte - In-vivo-Stabilitat der Baclofenester-Derivate."
Tiernummer Derivat Gewicht [g] | Zeit [min] | Applikation | CSF Blut Hirn [g]
T006 Bac-M 233 60 i.p. X X 2,04
T007 Bac-M 218 20 i.p. X X 1,84
T0O08 Bac-M 233 20 i.p. - X 2,05
T009 Bac-M 198 60 i.p. X X 2,00
T010 Bac-M 223 20 i.p. X X 1,92
T011 Bac-M 195 60 i.p. X X 1,85
T087 Bac-M 255 5 i.p. X X 1,99
T088 Bac-M 275 5 i.p. X X 2,03
T089 Bac-M 255 5 i.p. X X 1,94
MW + SD 236 + 29 1,96 + 0,08
T025 Bac-M - 60 i.n. X X 1,94
T026 Bac-M 222 20 i.n. X X 1,95
T027 Bac-M 219 60 i.n. X X 1,97
T028 Bac-M 204 60 i.n. X X 1,76
T029 Bac-M 219 20 i.n. X X 1,94
T030 Bac-M 270 20 i.n. X X 2,02
T096 Bac-M 302 5 i.n. X X 1,85
T097 Bac-M 288 5 i.n. X X 2,03
T098 Bac-M 296 5 i.n. X X 2,01
MW + SD 255 + 39 1,94 + 0,08
T012 Bac-E 222 20 i.p. X X 1,86
T013 Bac-E 195 60 i.p. X X 1,95
T014 Bac-E 214 60 i.p. X X 1,89
TO15 Bac-E 196 20 i.p. X X 1,88
T016 Bac-E 211 20 i.p. X X 1,91
T017 Bac-E 211 60 i.p. X X 2,01
T090 Bac-E 266 5 i.p. X X 1,91
T091 Bac-E 291 5 i.p. X X 2,05
T092 Bac-E 305 5 i.p. X X 2,04
MW + SD 239 +41 1,94 £ 0,07

! Die Erklarung der in den Tabellen des Abschnitts 9.4. verwendeten Abklrzungen und Symbole folgt
am Ende des Kapitels 9.4.
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Tab.9.4.4. Tier- und Organgewichte - In-vivo-Stabilitét der Baclofenester-Derivate
(Fortsetzung).l
Tiernummer Derivat Gewicht [g] | Zeit [min] | Applikation | CSF Blut Hirn [g]
T037 Bac-E 259 20 i.n. X X 1,92
TO38 Bac-E 271 20 i.n. X X 2,02
T039 Bac-E 261 20 i.n. X X 2,16
T040 Bac-E 257 60 i.n. X X 1,98
T041 Bac-E 260 60 i.n. X X 2,03
T042 Bac-E 265 60 i.n. X X 2,07
T099 Bac-E 281 5 i.n. X X 2,02
T100 Bac-E 257 5 i.n. X X 2,09
T101 Bac-E 265 5 i.n. X X 1,97
MW + SD 265 + 8 2,02 + 0,07
TO31 Bac-1P 229 20 i.p. X X 1,89
T032 Bac-1P 216 20 i.p. X X 2,01
T033 Bac-1P 230 20 i.p. X X 1,98
T034 Bac-1P 235 60 i.p. X X 2,08
TO35 Bac-1P 221 60 i.p. X X 1,97
T036 Bac-1P 232 60 i.p. X X 1,98
T093 Bac-1P 286 5 i.p. -- X 2,14
T094 Bac-1P 257 5 i.p. X X 2,06
T095 Bac-1P 265 5 i.p. X X 1,97
MW * SD 245 + 25 2,00 + 0,07
T049 Bac-1P 254 20 i.n. X X 2,00
TO50 Bac-1P 230 20 i.n. X X 1,90
TO51 Bac-1P 239 20 i.n. X X 1,98
T052 Bac-1P 279 60 i.n. X X 2,10
T053 Bac-1P 243 60 i.n. X X 1,86
T054 Bac-1P 235 60 i.n. X X 1,92
T102 Bac-1P 261 5 i.n. X X 1,91
T103 Bac-1P 266 5 i.n. X X 1,87
T104 Bac-1P 270 5 i.n. X X 2,08
MW + SD 253 + 17 1,96 + 0,09
T043 Bac-2P 256 20 i.p. X X 1,93
T044 Bac-2P 213 60 i.p. X X 1,95
T045 Bac-2P 224 60 i.p. X X 1,98
T046 Bac-2P 238 20 i.p. X X 2,03
T047 Bac-2P 253 60 i.p. X X 2,00
T048 Bac-2P 254 20 i.p. X X 1,92
T105 Bac-2P 280 5 i.p. X X 1,99
T106 Bac-2P 294 5 i.p. X X 2,11
T107 Bac-2P 332 5 i.p. X X 2,19
MW + SD 260 + 37 2,01 + 0,09
TO55 Bac-2P 258 20 i.n. X X 1,91
TO056 Bac-2P 267 60 i.n. X X 1,99
TO57 Bac-2P 284 20 i.n. X X 2,10
TO58 Bac-2P 249 20 i.n. X X 1,97
TO59 Bac-2P 277 60 i.n. X X 2,05
TO60 Bac-2P 197 60 i.n. X X 1,97
T108 Bac-2P 297 5 i.n. X X 2,10
T109 Bac-2P 319 5 i.n. X X 2,06
T110 Bac-2P 286 5 i.n. X X 2,00
MW + SD 270 + 35 2,02 + 0,06

! Die Erklarung der in den Tabellen des Abschnitts 9.4. verwendeten Abkirzungen und Symbole folgt
am Ende des Kapitels 9.4.
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Tab.9.4.4. Tier- und Organgewichte - In-vivo-Stabilitét der Baclofenester-Derivate
(Fortsetzung).l
Tiernummer Derivat Gewicht [g] | Zeit [min] | Applikation | CSF Blut Hirn [g]
T061 Bac-B 274 20 i.p. X X 1,91
T062 Bac-B 280 60 i.p. X X 1,85
T063 Bac-B 257 20 i.p. X X 2,05
T064 Bac-B 253 60 i.p. X X 2,12
TO65 Bac-B 245 20 i.p. X X 1,91
T066 Bac-B 257 60 i.p. X X 2,00
T111 Bac-B 278 5 i.p. X X 2,01
T112 Bac-B 285 5 i.p. X X 2,07
T113 Bac-B 274 5 i.p. X X 1,76
MW + SD 267 £ 14 1,96 +0,12
TO67 Bac-B 259 20 i.n. X X 1,93
TO68 Bac-B 266 60 i.n. X X 1,99
T069 Bac-B 231 20 i.n. X X 1,98
T070 Bac-B 215 20 i.n. X X 1,93
T071 Bac-B 269 60 i.n. X X 2,00
T072 Bac-B 208 60 i.n. X X 2,08
T114 Bac-B 305 5 i.n. X X 1,95
T115 Bac-B 291 5 i.n. X X 2,02
T116 Bac-B 296 5 i.n. X X 2,07
MW + SD 260 + 35 1,99 £ 0,06
Tab.9.4.5. Tier- und Organgewichte - Individuelle Konzentrations-Zeit-Profile."
Derivat Tiernummer Gewicht [g] CSF Hirn [g]
Baclofen A 308 XHr* 1,97
B 313 X** 1,93
C 356 X 2,22
MW + SD 326 + 26 2,04+£0,16
Bac-M A 327 X* 2,16
B 333 - 2,09
C 309 X* 2,06
MW + SD 323+ 12 2,10+ 0,05
Bac-E A 307 X 1,89
B 317 X 1,97
C 318 X 1,93
MW + SD 314+6 1,93+0,04
Bac-1P A 337 X¥*E 2,12
B 302 X 2,06
C 304 - 2,06
MW + SD 314 + 20 2,08 £ 0,03
Bac-2P A 374 X 2,01
B 319 X 2,12
C 321 - 1,92
MW + SD 338 +31 2,02+0,10
Bac-B A 306 X 2,02
B 327 X 2,12
C 310 X¥*E 1,98
MW + SD 314+ 11 2,04 £ 0,07

! Die Erklarung der in den Tabellen des Abschnitts 9.4. verwendeten Abklrzungen

am Ende des Kapitels 9.4.

und Symbole folgt
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Tab. 9.4.6.; Tier- und Organgewichte - Verteilung von Indometacin in verschiedene Hirnareale.
Gehirnteile
Tier | Gewicht | Zeit | App. | CSF | Blut | Bulbus Mesen- Cortex | Cerebellum | Medulla | Thalamus
[g] [min] cephalon

T083! 265 2 i.p. X X 100 330 890 300 220 180
T084! 251 2 i.p. x* X 100 340 860 310 240 170
T085! 255 20 ip. | x* X 100 300 890 290 220 170
T086! 262 10 i.p. x* X 100 390 850 300 220 150
T141 269 2 i.p. x* X 110 350 930 300 210 170
T142 258 10 i.p. X X 100 320 930 300 240 170
T143 274 20 i.p. x* X 90 300 890 300 260 170
T144 282 10 i.p. x* X 120 310 930 320 210 170
T145 282 20 i.p. X X 90 340 850 300 210 220
T146 272 60 i.p. X 90 350 830 290 220 170
T147 281 60 i.p. X X 90 360 890 290 230 150
T148 294 60 ip. | x* X 100 340 960 290 250 160
MW 270 99+9| 336+26 | 892 299 +9 228 | 171+18
+SD| #+13 40 +17

T189 271 2 i.n. X X 90 390 910 280 240 90
T190 293 60 i.n. x* X 110 350 820 310 230 190
T191 246 60 i.n. x* X 90 360 890 300 230 200
T192 270 20 ino|ox | X 100 320 940 320 240 150
T193 267 10 in | x* X 120 340 880 290 200 170
T194 265 20 ino o3| X 90 330 870 280 210 150
T195 267 2 i.n. x* X 120 350 890 280 210 160
T196 303 2 i.n. x* X 110 430 910 300 220 180
T197 265 10 i.n. X X 110 360 910 260 210 160
T198 305 10 i.n. X X 140 440 910 340 260 170
T199 252 20 in | x* X 90 390 820 290 220 130
T200 - 60 i.n. x* X 80 400 930 330 210 170
MW 273 104 | 372+38 | 890 | 298+ 23 223 | 160+ 29
+SD| 19 +17 + 38 +17

i.n. nasale Applikation
I.p. Applikation in das Peritoneum
i.v. intravendse Applikation

X  Probe wurde isoliert

-- Isolierung der Probe war aufgrund technischer Schwierigkeiten bei der

Versuchsdurchfuhrung nicht moglich.

*  geringe Blutkontamination im CSF

**  maliige Blutkontamination im CSF
*** deutlich sichtbare Blutkontamination im CSF

! Nicht stabilisiert (s. Abschnitt 6.2.3.).
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9.5. Darstellung von Kalibrierfunktionen zur Quantifizierung des rac-
Baclofen bzw. der Tranylcypromin-Enantiomere aus verschiedenen
Matrizes
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Abb. 9.5.1.A: Rattenblut Abb. 9.5.1.B: Liquor cerebrospinalis
(y = 0,0015x + 0,008; r = 0,9992) (y = 0,0016x - 0,002; r = 0,9990)
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Abb. 9.5.1.C: Rattenhimgewebe Abb. 9.5.1.D: Permeationspuffer”
(y =0,0122x - 0,091;r = 0,9990) (y =962x + 3293 r = 0,9998)

Abb. 9.5.1.A-D: Darstellung von Kalibrierfunktionen zur Quantifizierung von rac-Baclofen aus
verschiedenen Matrizes.

! Die Konzentrationsangaben beziehen sich immer auf den freien Wirkstoff (Base), bezogen auf die
Gewichtseinheit an Gewebe, nicht Gewebehomogenat.
% Zur Zusammensetzung siehe Abschnitt 8.2.2.
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Abb. 9.5.2.A-H: Darstellung von Kalibrierfunktionen zur Quantifizierung der TCP-Enantiomere aus verschiedenen Matrizes.

! Die Konzentrationsangaben beziehen sich immer auf den freien Wirkstoff (Base), bezogen auf die Gewichtseinheit an Gewebe, nicht Gewebehomogenat.
2 Zur Zusammensetzung siehe Abschnitt 8.2.2.
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9.6. Einzelwerte aus den kinetischen Studien zum Kokain und
Benzoylecgonin

9.6.1. Konzentrationen in Blut, CSF und Hirngewebe

Tab. 9.6.1. Kokainkonzentrationen in Blut, CSF (ng/ml) und Gesamthirngewebe (ng/g)* der Ratte
des entsprechenden Zeitpunkts nach verschiedenen Applikationsvarianten von 0,5
mg/kg KG Kokain bei den Ratten 1-3, sowie Mittelwerte und Standardabweichung.

Entnahmezei Blut Liquor Hirngewebe
t [min] [ng/ml [ng/ml [ng/g
1 2 | 3 MW 11213 MW 1 2 3 MW £ SD
+SD +SD
i.v.-Applikation
2 305[420]303[343+67(294]219(375]|290+£69| 2568|1993 [2071| 2211+ 312
10 123]1179|161|154+29(115|175|178|156 + 36| 1192|1645 | 1457 | 1431 + 228
20 93 [100] 76 | 90+12 ||143] 93 | 93 | 110+ 29| 601 | 589 | 759 650 + 95
60 30 [ 37 24| 30+£7 |[31 |20 |21 | 24+6 | 209 | 212 | 184 202 + 15
i.p.-Applikation
2 35129 |17 | 27+9 7 15| 4 9+6 94 | 168 | 49 104 + 60
10 3129|104 54+43 || 31|39 | 20| 30+10 | 171 | 244 | 233 216 + 39
20 212834 31+4 [ |12 [14] 13+1 | --° [ 113|137 | 125+17
60 14119 | 14| 1643 8 |15 8 10+4 70 78 | 93 80+12
i.n.-Applikation
2 39 [44 [ 39| 41+3 | 23[68 ] -] 46+32 | 615 [1004| 600 | 740+ 229
10 54 | 67 | 61| 61+6 |99 [123]|109[110+12( 801 [1022| 959 | 927 +114
20 90 [109| 56 | 85+27 | 79 | 74 | 98 | 84+ 13 | 810 |1018| 798 | 875+ 124
60 26 | 20 | 23 | 23+3 [ 15|12 | 7 11+4 | 212 | 229 | 138 193 +48

Tab. 9.6.2.: Aus den mittleren Konzentrationen abgeschatzte Pharmakokinetische Parameter fur
Kokain in den verschiedenen untersuchten Matrizes.

i.v.-Applikation i.p.-Applikation i.n.-Applikation
Matrix terminale terminale terminale terminale terminale terminale

Halbwertszeit | Eliminations- | Halbwertszeit Eliminations- | Halbwertszeit | Eliminations-
[min] geschwindig- [min] geschwindig- [min] geschwindig-
keitskonstante keitskonstante keitskonstante

[min™] [min™] [min™]

Blut 22 0,032 32 0,022 21 0,033

CSF 19 0,037 40 0,017 14 0,050

Gesamthirn 20 0,035 40 0,017 18 0,039

! Die Konzentrationsangaben beziehen sich immer auf den freien Wirkstoff (Base), bezogen auf die
Gewichtseinheit an Gewebe, nicht Gewebehomogenat.

% Versuchstier wahrend der Untersuchung verstorben.

3 Liquor-Entnahme nicht gelungen.

4 Abgeschatzt aus den Mittelwerten der letzten beiden Datenpunkten.
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Tab. 9.6.3.: BE-Konzentrationen in Blut, CSF (ng/ml) und Gesamthirngewebe (ng/g)* der Ratte
des entsprechenden Zeitpunkts nach verschiedenen Applikationsvarianten von 0,5
mg/kg KG Kokain bei den Ratten 1-3, sowie Mittelwerte und Standardabweichung.

Entnahmezeit Blut Liquor Hirngewebe
[min] [ng/ml [ng/ml] [ng/g
1 2 3 MW 1 2 3 MW 1 2 3 MW £ SD
+SD +SD
i.v.-Applikation
2 2 2 2 20 <10|<10|<10| -- 15 14 11 13+2
10 2 3 2 2+1 <10 <10|<10]| -- 15 15 14 151
20 2 3 3 3x1 <10|<10|<10| -- 15 15 15 15+0
60 31 2|2 2+1 |[<10|<10(|<10| -- 16 16 12 15+2
i.p.-Applikation
2 2 | 2|3 2+1 |[<10|<10(|<10| -- 7 7 7 7+0
10 3 1 6 3+3 <10|<10|<10| -- 7 7 8 7+1
20 -1 4] 7] 423 | > [<10]<10] - [ -2 ] 6 7 61
60 5 4 4 4+1 <10|<10|<10| -- 8 8 6 71
i.n.-Applikation
2 21 ]1] 121 [<1o0]<10] - [ -- 7 7 8 71
10 3 [ 3[4 3+1 |[<10|<10(|<10| -- 7 8 8 8+1
20 5 5 5 5+0 <10|<10|<10| -- 6 7 8 71
60 5| 6 [ 6 6+1 |[<10|<10(|<10]| -- 9 10 9 9+1
9.6.2. Hirngewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten nach  Kokain-
Applikation
Tab. 9.6.4.. Hirngewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten der Ratte nach der Gabe von 0,5 mg/kg
KG Kokain auf verschiedenen Applikationswegen (n = 3).
Zeit Hirngewebe/Blut-Quotienten CSF/Blut-Quotienten
[min] 1 | 2 | 3 | MW + SD 1 | 2 | 3 [ MW + SD
i.v.-Applikation
2 8,4 4,8 6,8 6,7+18 1,0 0,5 1,2 0,9+0,3
10 9,7 9,2 9,1 9,3+0,3 0,9 1,0 1,1 1,0+£0,1
20 6,5 7,6 7,8 7,3+0,7 15 0,9 1,2 1,2+0,3
60 7,0 5,7 7,7 6,8+1,0 1,0 0,5 0,9 0,8+0,3
i.p.-Applikation
2 2,7 5,8 2,8 38+17 0,2 0,5 0,2 0,3+0,2
10 5,9 8,4 2,3 55+3,1 1,0 1,3 0,2 0,8+0,6
20 - 4,0 4,0 40+0 - 0,4 0,4 0,4+0
60 5,0 4,1 6,6 53+1,3 0,6 0,8 0,6 0,6+0,1
i.n.-Applikation
2 15,8 22,8 154 |18,0+4.2] 06 1,6 - 1,1+0,7
10 14,8 15,3 15,7 153+0,5 1,8 1,8 1,8 18+0
20 9,0 9,3 14,3 109+29 0,9 0,7 1,8 1,1+0,6
60 8,2 11,5 6,0 85+28 0,6 0,6 0,3 0,5+0,2

! Die Konzentrationsangaben beziehen sich immer auf den freien Wirkstoff (Base), bezogen auf die
Gewichtseinheit an Gewebe, nicht Gewebehomogenat.

% Versuchstier wahrend der Untersuchung verstorben.

3 Liquor-Entnahme nicht gelungen.

4 Aufgrund fehlender Daten (s. Tab. 9.6.1.) ist die Quotienten-Berechnung nicht maglich.
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9.7. Daten aus kinetischen Studien zum Tranylcypromin einschlief3lich
der kinetischen Auswertung
9.7.1. Tranylcypromin-Blutkonzentrations-Zeit-Verlaufe®
Tab. 9.7.1. TCP-Blutkonzentrations-Zeit-Verlaufe nach Applikation von 0,5 mg/kg KG rac-TCP
(n = 4) auf verschiedenen Applikationswegen (Konzentration in ng/ml; Mittelwerte +
Standardabweichung).
Zeit i.v.-Applikation i.n.-Applikation
[min] (-)-TCP (+)-TCP (-)-TCP (+)-TCP
5 890 £ 131 1150 + 96 38+8 39+10
10 200 + 17 280 + 31 92 +13 105 + 14
25 105 + 20 200+ 24 58+ 11 63 + 15
40 90+ 15 140 + 24 40+9 50+8
60 76+ 11 110 + 13 42 +10 40+7
120 40+7 84 +11 10+5 14+5
180 25+5 59+8 11+3 11+2
240 11+4 29+6 7+3 8+3
9.7.2. Untersuchung der Gewebeverteilung nach Applikation von
Tranylcypromin A: Verteilung in verschiedene Hirnareale
(Gemessene Konzentrationen in Blut, CSF und Geweben)
Tab. 9.7.2. TCP-Konzentrationen im Rattenblut und Ratten-CSF nach i.p.- bzw. i.n.-Applikation
von 0,5 mg/kg KG rac-TCP bei den Ratten Nr. 1-3 bzw. 4 und 5 (n = 3-5).
Zeit Blut [ng/ml] CSF [ng/ml]
minj]| 1 | 2 | 3] 4] 5 [mMmw+sp| 1 [ 2 | 3 | 4 [ 5 | Mw+SD
i.p.-Applikation
(-)-TCP
2 | 1120 | 55 | 196 120+ 71 |[<5,0(<50]( 89 3+5
10 | 136 [ 102 | -2 11924 | = | - [
20 [ 98 | --° | 57 | 47 | 60 65 + 22 B =
70 | 64 | 47 | 34 48+15 | -° |17,7]193 19+1
130 | 11 | 10 | 13 11+1 75| - | 56 7+1
195 | 21 | 16 | 8 15+7 -2 164 [<50 3+5
(+)-TCP
2 | 191 | 116 | 348 218+118 [ <50| 84 | 6,3 5+4
10 | 209 [ 133 | -7 172+53 | - | = | -°
20 [[129] -“ | 80 | 8 [ 9 | 93+18 || - [ -2 | -° | -° | -~
70 || 75 | 54 | 50 50 + 14 - 112 76 9+3
130 | 3] 9 | 11 11+2 |80 | --° [<50 4+6
195 | 6 12 9 9+3 -> | 55 |[<5,0 3+4

! Die Werte und die entsprechenden pharmakokinetischen Parameter sind einer der Arbeit von
Langguth und Spahn-Langguth [1995] entnommen. Die entsprechenden Untersuchungen waren
ebenfalls an mit Urethan narkotisierten Ratten durchgefihrt worden.

% Versuchstier wahrend der Untersuchung verstorben.

3 Liquor-Entnahme nicht gelungen.
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Tab. 9.7.2. TCP-Konzentrationen im Rattenblut und Ratten-CSF nach i.p.- bzw. i.n.-Applikation
von 0,5 mg/kg KG rac-TCP bei den Ratten Nr. 1-3 bzw. 4 und 5 (n = 3-5;
Fortsetzung).
Zeit Blut [ng/ml] CSF [ng/ml]
min]f 2 | 2 [ 3 ] 4 | 5 [Mw+sD| 1 | 2 3 | 4 | 5 | MW+sSD
i.n.-Applikation
(-)-TCP
2 101 | 64 | 175 113+56 (411|178 | 211 27 £13
10 || 114 | 99 84 99+15 | 32,4 |<50] 36,5 23+ 20
20 31 47 43 40+8 23,4 316 | 32,1 29+5
70 [ 14 | 44 | 43 | 31 33+14 [ 205 -4 | -~ | -
130 | 8 9 22 | 14 13+7 <50 - - 1100 5+7
195 || 16 3 12 13 11+ 6 <50]| -- -+ 1 15,9 8+11
(H)-TCP
2 170 | 129 | 282 194+79 (30,1 19,1 | 13,8 21+8
10 || 219 | 141 | 124 161 +51 | 26,6 | 151 | 19,7 21+6
20 40 53 52 49+7 11,3 ] 26,8 | 21,3 20+8
70 || 11 | 45 [ 50 | 26 33+18 [ 78 | - | - | -
130 8 9 13 10 10+2 <50 -- -~ <50 <3
195 || 10 | 3 3 8 6+3 [<50] -- -+ | 10,5 5+7
Tab. 9.7.3. TCP-Konzentrationen [ng/g] in verschiedenen Gehirnarealen der Ratte nach i.p.-
bzw. i.n.-Applikation von 0,5 mg/kg KG rac-TCP (n = 3-5).
Zeit i.p.-Applikation i.n.-Applikation
[min] 1 | 2 ] 3] 4] 5 [mw+sp| 12 | 2 | 3 | 4 | MW+SD
Bulbus olfactorius
(-)-TCP
2 372 | 205 | 393 323+103 | 460 | 376 | 859 565 + 258
10 [ 533 [ 317 [ -2 425+153 || 498 | 385 | 568 484 + 92
20 597 | 316 | 329 | 221 | 210 | 335+ 156 || 352 | 345 | 477 391+ 74
70 200 | 114 | 183 166 +46 | 127 | 140 | 132 | 112 | 128+ 12
130 81 70 59 70+11 38 42 85 77 61 +24
195 23 54 42 48 + 16 45 22 27 47 35+13
(+)-TCP
2 205 | 115 | 166 162 +45 || 217 | 195 | 563 325 + 206
10 250 | 129 - 190+86 || 270 | 187 | 275 244 + 49
Cerebellum
(-)-TCP
2 401 | 286 | 509 399+112 | 478 | 401 | 640 506 + 121
10 636 | 388 - 512+ 175 || 589 | 312 | 518 473 + 144
20 595 | 283 | 356 | 283 | 317 | 367 +131 || 342 | 500 | 390 411 +81
70 270 | 130 | 225 208+ 71 || 133 | 168 | 184 | 119 | 151+ 30
130 82 77 84 81+4 44 62 115 98 80 + 33
195 39 49 49 46+ 6 45 30 28 54 39+12
(H)-TCP
2 225 | 136 | 201 187 +46 || 227 | 174 | 417 273 £128
10 291 | 149 - 220+ 100 | 310 | 142 | 199 217 + 85

! Liquor-Entnahme nicht gelungen.

% Versuchstier wahrend der Untersuchung verstorben.
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Tab. 9.7.3. TCP-Konzentrationen [ng/g] in verschiedenen Gehirnarealen der Ratte nach i.p.-
bzw. i.n.-Applikation von 0,5 mg/kg KG rac-TCP (n = 3-5; Fortsetzung).
Zeit i.p.-Applikation i.n.-Applikation
[min] 1 | 2 ] 3] 4] 5 [mw+sp| 12 | 2 | 3 | 4 | MW+SD
Cortex
(-)-TCP
2 506 | 369 | 557 477 +97 || 771 | 435 | 746 651 + 187
10 1115 | 566 - 841 +388 | 525 | 567 | 563 552 + 23
20 850 | 432 | 506 | 426 | 579 | 559+175 || 504 | 692 | 534 577 + 101
70 425 | 207 | 330 321+109 || 186 | 247 | 304 | 209 | 237 +52
130 101 96 102 100 +3 77 85 142 | 140 | 11135
195 40 64 58 54 +12 74 50 126 83 83+32
(+)-TCP
2 270 | 178 | 211 220+ 47 || 324 | 181 | 439 315+ 129
10 491 | 230 - 361+185 | 250 | 233 | 212 232 +19
Medulla oblongata
(-)-TCP
2 508 | 247 | 584 446 £ 177 || 517 | 367 | 741 542 + 188
10 754 | 479 - 617 +194 || 575 | 457 | 685 572+114
20 487 | 371 | 348 | 300 | 317 418 | 590 | 424 477 + 98
70 285 | 157 | 231 365+74 || 145 | 221 | 272 | 174 | 203 +56
130 81 84 68 224 + 64 60 93 127 | 119 | 100+ 30
195 52 75 51 78+9 75 38 47 72 58 + 18
(+)-TCP
2 293 | 137 | 236 222+79 || 256 | 173 | 481 303 + 159
10 370 | 209 - 290+ 114 || 309 | 206 | 263 259 + 52
Mesencephalon
(-)-TCP
2 582 | 297 | 678 519+ 198 || 683 | 388 | 756 609 + 195
10 899 [ 590 - 745+ 218 | 659 | 476 | 646 594 + 102
20 665 | 398 | 388 | 275 | 358 | 415+143 || 415 | 680 | 470 522 + 140
70 76 153 | 243 157+84 || 143 | 214 36 107 | 12574
130 75 72 68 72+4 55 67 126 | 106 89 + 33
195 271 58 55 128 +124 || 60 31 30 64 46 + 18
(+)-TCP
2 329 | 160 | 261 250+ 85 | 319 | 167 | 457 314 + 145
10 431 | 255 - 343 +124 || 338 | 223 | 257 273 +59
Thalamus
(-)-TCP
2 433 | 275 | 432 380+91 || 564 | 431 | 552 516 + 74
10 681 | 420 - 551+185 || 674 | 391 | 633 566 + 153
20 639 | 421 | 421 | 322 | 457 | 452+116 || 444 | 510 | 506 487 + 37
70 359 | 170 | 321 283 +100 || 183 | 219 | 209 | 150 | 190+ 31
130 91 96 96 94+3 90 96 118 --° 101 +15
195 64 70 62 65+4 45 30 53 89 54 + 25
(H)-TCP
2 230 | 138 | 160 176 +48 || 250 | 181 | 318 250 + 69
10 288 | 168 - 228+85 || 315 | 172 | 228 238 + 72

! Versuchstier wahrend der Untersuchung verstorben.
% Detektorschaden.
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Tab.9.7.4. Aus den mittleren Konzentrationen abgeschéatzte pharmakokinetische Parameter in
verschiedenen Gehirnarealen, sowie Blut und CSF aus der Untersuchung zur
Gewebeverteilung nach Applikation von Tranylcypromin (s. Tab. 9.7.2.-9.7.3.).l

Organsegment i.p.-Applikation i.n.-Applikation
(-)-TCP2 Terminale terminale Eliminations- Terminale terminale Eliminations-
Halbwertszeit geschwindigkeitskonstante Halbwertszeit geschwindigkeitskonstante
[min] [min] [min] [minY]
Bulbus olfactorius 70 0,010 67 0,010
Cerebellum 58 0,012 64 0,011
Cortex 49 0,014 83 0,008
Medulla oblongata 56 0,012 69 0,010
Mesencephalon 94 0,007 86 0,008
Thalamus 59 0,012 69 0,010
Blut (-)-TCP 76 0,009 80 0,009
(+)-TCP 47 0,015 51 0,014
CSF (-)-TCP 65 0,011 73 0,009
(+)-TCP 79 0,009 -° -°

9.7.3. Untersuchung der Gewebeverteilung nach Applikation von
Tranylcypromin B: (-)-Tranylcypromin/(+)-Tranylcypromin-Quotienten

Tab. 9.7.5.: (-)/(+)-TCP-Verhaltnisse im Blut und CSF in Abhangigkeit von der Zeit bei i.p.- und
i.n.-Gabe (n = 3-5).
Zeit i.p.-Applikation i.n.-Applikation
[min] 1 | 2 | 3] 4 | 5 [MW=+SD 1 | 2 | 3 ] 4 [Mw=+sSD
Blut
2 0,58 | 0,47 | 0,56 0,54 + 0,06/ 0,59 | 0,50 | 0,62 0,57 + 0,06
10 065 | 0,77 | --* 0,71+0,08] 0,52 | 0,70 | 0,68 0,63+ 0,10
20 082 | --° |o,71] 057 ]| 067 [069+0,10] 0,78 | 0,89 | 0,83 0,83 + 0,06
70 0,85 | 0,87 | 0,68 0,80+0,10] 1,27 | 0,98 | 0,86 | 1,19 |1,08+0,19
130 || 0,85 | 1,11 | 1,18 1,05+0,17| 1,00 | 1,00 | 1,83 | 1,40 |[1,31 + 0,04
195 | 350 | 1,33 | 0,89 1,91+1,40] 1,60 | 1,00 | 4,00 | 1,63 |2,05+1,33
CSF
2 <0,01| 0,56 | 1,41 0,99+0,60| 1,37 | 0,93 | 1,53 1,28 + 0,31
10 -0 -0 -0 1,21 | <0,01| 1,85 1,53 + 0,45
20 -2 -2 -2 -2 -2 2,07 | 1,18 | 1,51 1,59 + 0,45
70 -- 1,58 | 2,54 2,06+0,68] 2,63 | --° -0 -0
130 [ 094 | --° | 1,70 1,32 +0,54[[<0,01| --° -3 [<0,01
195 -° 11,16 | 1,59 1,38 +0,30(<0,01 | --° -2 151

! Errechnet aus den Mittelwerten der letzten drei Datenpunkte.

2 Im Falle von (+)-TCP stand aufgrund der z.T. aufgetretenen Instabilitat dieses Enantiomers im
Hirngewebe keine ausreichende Anzahl von Datenpunkten zur Berechnung zur Verfligung.

3 Aufgrund der vorliegenden Datenlage war eine Berechnung nicht méglich.

4 Aufgrund fehlender Konzentrationswerte (s. Tab. 9.7.2. bzw. 9.7.3.) konnten keine abgeleiteten
Grolien berechnet werden.
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Tab. 9.7.6.: (-)/(+)-TCP-Verhéltnisse in verschiedenen anatomischen Untereinheiten des Ratten-
ZNS (n = 3) in Abhangigkeit der Zeit und Applikationsart.
Zeit i.p.-Applikation i.n.-Applikation
[min] 1 | 2 | 3 | Mw=+sD 1 | 2 | 3 | Mw=+sD
Bulbus olfactorius
2 1,81 1,78 2,36 1,98 + 0,33 2,12 1,93 1,53 1,86 + 0,30
10 2,13 2,45 -t 2,29+ 0,23 1,84 2,06 2,07 1,99 + 0,13
Cerebellum
2 1,78 2,10 2,53 2,14+ 0,38 2,11 2,30 1,53 1,98 + 0,40
10 2,19 2,60 - 2,40 + 0,29 1,90 2,20 2,60 2,23+0,35
Cortex
2 1,87 2,07 2,64 2,19+ 0,40 2,38 2,40 1,70 2,16 + 0,40
10 2,27 2,46 -t 2,37 +0,13 2,10 2,43 2,66 2,40 + 0,28
Medulla oblongata
2 1,73 1,80 2,47 2,00+ 0,41 2,02 2,12 1,54 1,89 + 0,31
10 2,04 2,29 - 2,17 +0,18 1,86 2,22 2,60 2,23 +0,37
Mesencephalon
2 1,76 1,86 2,60 2,07 + 0,45 2,14 2,32 1,65 2,04 + 0,35
10 2,09 2,31 -t 2,20+ 0,16 1,94 2,13 2,51 2,19+ 0,29
Thalamus
2 1,88 1,99 2,70 2,19 + 0,45 2,26 2,16 1,99 2,14+ 0,14
10 2,36 2,50 - 2,43+0,10 2,14 2,27 2,20 2,20 + 0,07
9.7.4. Untersuchung der Gewebeverteilung nach Applikation von
Tranylcypromin C: Gewebe/Blut-Quotienten nach Applikation von
Tranylcypromin
Tab. 9.7.7.: CSF/Blut-Quotienten nach Applikation von 0,5 mg/kg KG rac-TCP auf verschiedenen
Applikationswegen (n = 3-5).
Zeit i.p.-Applikation i.n.-Applikation
[min] | 2 | 3| 4 ] 5 |Mmw+sD| 1 2 | 3 | 4 | MW+SD
(-)-TCP
2 - 0,08 | 0,05 0,07 +0,02| 0,41 | 0,28 | 0,12 0,27 + 0,14
10 -- - - 028 | - | 044 0,36 + 0,11
20 -- - - - - 0,75 | 0,68 | 0,74 0,72 + 0,04
70 -- 0,38 | 0,56 047+013| 1,45 | - - -
130 [ 066 | -~ | 0,45 0,56 +0,15| 058 | --* -~ | 0,72 [0,65+0,10
195 -- 0,40 | 0,53 0,47+0,09[<0,01| -7 - [ 119
(+)-TCP
2 -- 0,07 | 0,02 0,05+ 0,04 0,18 | 0,15 | 0,05 0,13 + 0,07
10 -- - - 0,12 | 0,11 | 0,16 0,13 + 0,03
20 -- - - - - 0,28 | 0,51 | 0,41 0,40 + 0,12
70 0,21 | 0,15 0,18 +0,04| 0,71 | -~ - -
130 [ 063 | --* [ 0,31 0,47+0723| 0,24 | - -~ 10,09 [0,17+0,11
195 -~ | 0,45 | 0,30 0,38 +0,11]<0,01 | - -~ | 135

! Aufgrund fehlender Konzentrationswerte (s. Tab. 9.7.2. bzw. 9.7.3.) konnten keine abgeleiteten
GroRRen berechnet werden.
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Tab. 9.7.8.: Gewebe/Blut-Quotienten nach Applikation von 0,5 mg/kg KG rac-TCP auf
verschiedenen Applikationswegen (n = 3-5).
Zeit i.p.-Applikation i.n.-Applikation
[min] 1 | 2 ] 3] 4] 5 [mw+sp| 12 | 2 | 3 | 4 | MW+SD
Bulbus olfactorius
(-)-TCP
2 3,4 3,7 2,0 3,0+£0,9 4,6 5,8 4,9 51+0,7
10 3,9 3,1 - 35+0,6 4,4 3,9 6,8 50+£16
20 6,1 - 5,8 4,7 3,5 50+£12 [ 113 ]| 74 | 110 99+22
70 3,1 2,4 54 36+16 9,0 3,2 3,0 3,6 47+29
130 7,2 6,8 4,7 6,2+1,3 5,0 4,7 3,8 55 48+0,7
195 1,1 3,4 52 32+21 2,8 7,3 2,3 3,5 2,9 0,6
(+)-TCP
2 1,1 1,0 0,5 0,9+0,3 1,3 15 2,0 1,6+05
10 12 1,0 - 1,1+0,1 12 1,3 2,2 16+04
Cerebellum
(-)-TCP
2 3,7 52 2,6 381+13( 48 6,2 3,7 49+13
10 4,7 3,8 - 4,3%+0,6 52 3,2 6,2 49+15
20 6,1 - 6,3 6,1 53 6,0+£04 || 11,0 | 10,7 | 9,0 102+1,1
70 4,2 2,8 6,6 45+19 9,4 3,8 4,2 3,8 53+27
130 7,3 7,5 6,7 72+04 5,8 7,0 51 7,1 6,3+1,0
195 1,8 3,0 6,0 36+£22 28 | 100 | 24 4,0 48+35
(H)-TCP
2 12 1,2 0,6 1,0+0,3 1,3 14 15 14+0,1
10 14 [ 11 | - 11,3202 || 1,4 | 10 | 16 1,3%0,3
Cortex
(-)-TCP
2 4,6 6,7 2,8 47+20 7,7 6,8 4,3 6,3+1,8
10 82 | 56 | - 69+19 | 46 | 57 | 67 571,11
20 8,7 - 8,9 9,1 9,6 9,1+04 [ 16,2 | 148 | 12,4 145+19
70 6,7 4,4 9,6 69+26 || 132 | 5,6 7,0 6,7 8,1+34
130 8,9 9,3 8,2 8,8+06 | 10,1 | 9,6 6,3 | 10,1 | 90+1,8
195 1,9 4,0 7,2 44+27 45 | 16,7 | 108 | 6,2 9,6+55
(+)-TCP
2 1,4 15 0,6 1,2+05 1,9 14 1,6 1,6+03
10 2,4 1,7 - 20+£04 1,1 1,7 1,7 15+0.3
Medulla oblongata
(-)-TCP
2 4,6 4,5 3,0 40+0,9 51 57 4,2 50+0,8
10 55 4,7 - 51+0,6 5,0 4,6 8,2 6,0£20
20 50 - 6,1 6,4 53 57+£0,7 | 134 | 12,7 | 9,8 120+19
70 4,5 3,3 6,8 49+18 || 103 | 50 6,3 5,6 6,8+24
130 7,2 8,2 54 69+14 79 | 104 | 57 8,6 82+19
195 2,4 4,7 6,2 44+19 46 | 12,7 | 4,0 5,4 6,7+4,1
(H)-TCP
2 15 1,2 0,7 1,1+04 15 1,3 1,7 15+0.2
10 1,8 1,6 - 1,7+0,1 1,4 15 2,1 1,7+0,4

! Aufgrund fehlender Konzentrationswerte (s. Tab. 9.7.2. bzw. 9.7.3.) konnten keine abgeleiteten
GroRRen berechnet werden.
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Tab. 9.7.8.: Gewebe/Blut-Quotienten nach Applikation von 0,5 mg/kg KG rac-TCP auf
verschiedenen Applikationswegen (n = 3-5; Fortsetzung).
Zeit i.p.-Applikation i.n.-Applikation
[min] 1 | 2 [ 3 ] 4 | 5 [MwtsD| 1 | 2 | 3 [ 4 [MW£SD
Mesencephalon
(-)-TCP
2 5,3 54 3,5 47+11 6,8 6,0 4,3 57+1,3
10 66 | 58 | - 6206 | 58 | 48 | 7,7 6,115
20 6,8 - 6,8 5,9 5,9 6,4+05 | 133 | 146 | 94 124+27
70 1,2 3,2 7,1 38+30 | 10,1 | 438 0,8 34 | 48+3)9
130 6,6 7,0 5,4 6,3+0,8 7,2 7,5 5,6 7,6 7,0+0,9
195 128 | 3,6 6,8 7,7+45 3,7 | 103 | 2,6 4,8 54+3/4
(+)-TCP
2 1,7 1,4 0,8 1,3+0,5 1,9 1,3 1,6 16+0,3
10 2,1 1,9 - 2,0+0,1 1,9 1,3 1,6 16+0,3
Thalamus
(-)-TCP
2 3,9 5,0 2,2 3,7+14 5,6 6,7 3,2 52+1,8
10 5,0 3,1 - 41+13 5,9 4,0 7,6 58+1,8
20 6,5 - 7,4 6,9 7,6 7,1+05 || 143 | 10,9 | 11,7 123+1,8
70 5,6 4,0 9,4 6,3+28 || 13,0 | 4,9 4,8 4,8 6,9+4,1
130 8,1 9,3 7,7 84+08 || 11,8 | 10,8 | 5,3 - 9,3+35
195 3,0 4,3 7,7 50+2,4 2,8 | 10,0 [ 45 6,6 6,0+ 3,1
(+)-TCP
2 1,2 1,2 0,5 1,0+04 15 1,4 1,1 1,3+0,2
10 1,4 | 13 | - 1,3+01 || 1,4 | 12 | 18 1,5+0,3
9.7.5. Tranylcypromin-Konzentrationen aus Permeationsuntersuchungen
Tab. 9.7.9.: TCP-Konzentrationen [pug/ml] aus den Permeationsuntersuchungen an Caco-2-
Monolayer (n = 3).
Donorseite Entnahmezeit auf der Akzeptorseite [min]
Initial | Final 20 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120
(-)-TCP
Zelle 1 18,70 13,55 0,68 1,13 1,70 2,08 2,40 2,55
Zelle 2 20,05 14,70 0,65 1,20 1,73 2,28 2,58 2,63
Zelle 3 15,43 13,18 0,83 1,40 1,93 2,30 2,70 2,90
MW +SD| 18,06+ | 13,81+ 0,72 £ 1,24 + 1,79 + 2,22 + 2,56 + 2,69 +
2,38 0,79 0,10 0,14 0,13 0,12 0,15 0,18
(H)-TCP
Zelle 1 18,90 13,70 0,70 1,15 1,75 2,13 2,45 2,60
Zelle 2 20,15 14,73 0,65 1,25 1,75 2,38 2,63 2,70
Zelle 3 15,53 13,30 0,85 1,45 1,95 2,33 2,73 2,93
MW +SD| 18,19+ | 1391+ 0,73+ 1,28 + 1,82+ 2,28 + 2,60 + 2,74 £
2,39 0,74 0,10 0,15 0,12 0,13 0,14 0,17

! Aufgrund fehlender Konzentrationswerte (s. Tab. 9.7.2. bzw. 9.7.3.) konnten keine abgeleiteten
GroRRen berechnet werden.
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Tab. 9.7.10.: Aus Tab. 9.7.9.A berechnete effektive Permeabilitéten, Py [><10'5 cm><s'1].1
(-)-TCP (+)-TCP
Zele 1 11,7 11,8
Zelle 2 11,6 11,8
Zelle 3 15,9 15,9
MW + SD 13,1+25 13,2+2,4
9.8. Einzelwerte aus den kinetischen Studien zum Baclofen
9.8.1. Individuelle Baclofen-Blutkonzentrations-Zeit-Verlaufe
Tab. 9.8.1.: Individuelle Baclofen-Blutkonzentrations-Zeit-Verlaufe [ng/ml] nach i.v.-Applikation
von 1,0 mg/kg KG rac-BAC bei der Ratte (n = 3).
Zeit [min] rac-Bac-Konzentration im Blut; Einzelwerte [ng/ml] [ rac-Bac-Konzentration im Blut;
Mittelwert + SD [ng/ml]
Ratte-A Ratte-B Ratte-C
3 1548 1406 1855 1603 £ 229
10 964 927 1167 1019+ 129
25 637 677 645 653 + 21
40 486 500 318 435+ 101
60 316 308 304 3096
90 292 231 245 256 + 32
120 233 184 188 202 + 27
150 205 144 157 169 + 32
205 171 152 - 162 + 13
Tab. 9.8.2. Berechnete pharmakokinetische Parameter zur i.v.-Applikation von 1,0 mg/kg rac-
Baclofen (n =3).2
Parameter A B C MW + SD
Tiergewicht [g] 308 313 356 326 + 26
Crax [ng/ml] 1690 1440 1925 1685 + 243
k [min™] 0,00461 0,00481 0,00657 5,33x10” + 1,09x10°
ty, [min] 150 144 106 133+24
AUC [ugxminxml™] 111,7 102,7 85,3 99,80 + 13,46
AUMC [ugxmin“xml™] 20300 17700 10200 16067 + 5240
MRT [min] 182 172 120 158 + 33
CL [mixmin™] 9,0 9,7 11,7 10,13 + 1,42
V; [I x kg KG™] 0,59 0,69 0,52 0,60 + 0,09
Vss [1] 1,6 1,7 1,4 1,57 +0,15

! Nach Artursson et al. [1996].

% Versuchstier wahrend der Untersuchung verstorben.
® Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der Computersoftware TOPFIT (Version 2.0) [Heinzel et al., 1994]

und einem Personal Computer.




9.8.2.

Hirngewebe

Untersuchung der Gewebeverteilung nach Applikation von Baclofen - Konzentrationen in Blut, CSF und

Tab. 9.8.3.: Baclofenkonzentrationen [ng/ml] in verschiedenen Matrizes der Ratte nach i.p.- bzw. i.n.-Applikation von 1,0 mg/kg KG rac-Baclofen. Daten der
Ratten 1-3 bzw. 4 des entsprechenden Zeitpunktes (Mittelwerte + Standardabweichung).

Entnahmezeit Blut [ng/ml] Liquor [ng/ml] Hirngewebe [ng/g]
[min] 1 2 3 4 MW + SD 1 2 3 4 MW + SD 1 2 3 4 MW + SD
i.p.-Applikation
5 195 235 | 1262 564 +605 || <3 <3 <3 <3 <15 65 57 41 + 35
20 1127 | 1196 | 1431 1251 + 3,3 50,5 -t 275+ 66 57 87 70+ 15
159 33,8
70 673 660 533 622 + 77 8,7 - 12,8 10,8+ 2,9 58 44 <15 34+30
i.n.-Applikation
5 106 117 77 100+ 21 <3 <3 <3 <3 74 <15 | <15 25 + 43
20 431 705 489 542 +144 | <3 17,4 | 65,2 275+ 87 175 90 117 + 50
33,8
70 393 332 281 627 | 408 £153 | 23,9 -t 74,7 - 49,3 + 75 <15 52 59 37+32
35,9
Tab. 9.8.4.: Aus den mittleren Konzentrationen abgeschétzte pharmakokinetische Parameter fiir rac-Baclofen in den untersuchten Matrizes.”
i.p.-Applikation i.n.-Applikation
Matrix Terminale Halbertszeit [min] Terminale Terminale Halbwertszeit [min] Terminale
Eliminationsgeschwindigkeits- Eliminationsgeschwindigkeits-
konstante [min™] konstante [min™]
Blut 50 0,014 120 0,001
CSF 37 0,019 - -
Gesamthirn 48 0,014 30 0,023

! Liquor-Entnahme nicht gelungen.
% Abgeschatzt aus den Mittelwerten der letzten beiden Datenpunkten.

® Uber den Versuchszeitraum der letzten beiden Datenpunkte stieg die mittlere Konzentration

Eliminationsgeschwindigkeitskonstante war deshalb nicht méglich.

an. Eine Abschéatzung der Halb

wertszeit bzw. der terminalen

Bueyuy ‘6
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9.8.3. Hirngewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten nach Baclofen-
Applikation
Tab. 9.8.4. Hirngewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten nach i.p.- bzw. i.n.-Applikation von
1,0 mg/kg KG Baclofen (n = 3-4).
Zeit Hirngewebe/Blut CSF/Blut
[min] 1 | 2 | 3 ] 4 | mw=+sD 1 | 2 | 3 ] 4 | Mmw+sD
i.p.-Applikation
5 <0,01| 0,28 | 0,05 0,11+0,15 ||<0,01]|<0,01|<0,01
20 0,06 | 0,05 | 0,06 0,06 +0,01 ||[<0,01| 0,04 -
70 0,09 | 0,07 |<0,01 0,05+0,05 || 0,01 - 0,02 0,02 £ 0,01
i.n.-Applikation
5 0,70 |<0,01|<0,01 0,23+0,40 ||[<0,01[<0,01|<0,01
20 0,20 | 0,25 | 0,18 0,21+0,04 |<0,01| 0,02 | 0,13 0,05 + 0,07
70 0,19 [<0,01] 0,29 | 0,09 | 0,22+0,09 | 0,06 [ -~ | 027 [ -~ |0,17+0,5
9.8.4. Baclofen-Konzentrationen aus den Everted-sac-Untersuchungen
Tab. 9.8.5.: Ergebnisse der Permeationsuntersuchungen zum Baclofen am Everted-sac-Modell
bei initial gleichen Konzentrationen auf beiden Darmseiten
[Gleichgewichtsbedingungen, n(Jejunum) = 8, n(lleum) = 4].
Konzentration [ngxml'l]
Segment mucosal | serosal
Jejunum
Ratte 1 1 2725 2745
2 2675 2640
3 2530 2435
4 2895 2495
Ratte 2 1 2880 2515
2 3375 2515
3 2825 2550
4 3095 2640
MW + SD 2875 + 265 2565 + 100
lleum
Segment mucosal serosal
Ratte 1 1 3110 2035
2 2965 2735
Ratte 2 1 2870 2710
2 3030 2400
MW + SD 2995 + 100 2470 + 330

! Aufgrund fehlender Konzentrationswerte (s. Tab. 9.8.3.) konnten keine abgeleiteten GréRen

berechnet werden.
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Tab. 9.8.6.A:

Abhangigkeit der Konzentration [ng/ml] von der Inkubationszeit bei Everted-sac-
Permeationsuntersuchungen [n(Jejunum) = 4, n(lleum) = 2].

Darmabschnitt Segment Permeationszeit [min]
5 | 10 | 20 | 30
serosale Darmseite
Jejunum 1 113 102 209 307
2 72 142 196 303
3 46 184 196 347
4 65 111 255 fehlt
MW + SD 74 + 28 135 + 37 214 + 28 319+ 24
lleum 1 150 121 277 383
2 90 189 213 422
MW + SD 120 + 42 155 + 48 245 + 45 403 + 28
mucosale Darmseite

Jejunum 1 2447 2740 2856 2880
2 3085 3295 2581 2746
3 2950 3380 2750 2959
4 3188 2942 2801 3625

MW + SD 2918 + 328 3089 + 300 2747 + 119 3053 + 392
lleum 1 3412 3334 2873 3007
2 3202 2856 3079 3198

MW + SD 3307 + 148 3095 + 338 2976 *+ 146 3103 + 135

Tab. 9.8.6.B: Aus den Daten der Tabelle 9.8.6.A abgeschatzte Werte fir Transportrate’ und

Absorptionsclearance

Mizuma et al., 1993].

Transportrate [ngxmin'lxcm'l]

Absorptionsclearance [plxmin'lxcm'l]

Jejunum 1,79 0,586
lleum 1,52 0,490
9.8.5. Ergebnisse der In-vivo-Untersuchungen mit Baclofenestern

Tab. 9.8.7.:

Konzentrationen des in vivo riickgespaltenen rac-Baclofen in Abhangigkeit von Zeit
und Applikationsart (n = 3).

i.p.-Applikation | i.n.-Applikation
Baclofenester- Zeit [min]
Derivat Tier 5 20 60 5 20 60
1 45 80 60 <30 71 54
Methylester 2 <30 100 75 34 102 49
3 70 88 93 52 63 76
MW 38+ 36 89+ 10 76 £ 17 29+ 26 79+21 60 + 14
+SD
1 126 124 166 33 60 91
Ethylester 2 129 260 172 53 70 181
3 132 365 225 33 79 143
MW 129+3 250+ 70 188 + 33 40+ 12 70+ 10 138 +45
+SD

! Absolute pro cm Darmpraparat transportierte Menge an Baclofen [ng].
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Tab. 9.8.7.: Konzentrationen des in vivo rickgespaltenen rac-Baclofen in Abhangigkeit von Zeit
und Applikationsart (n = 3, Fortsetzung).
i.p.-Applikation | i.n.-Applikation
Baclofenester- Zeit [min]
Derivat Tier 5 20 60 5 20 60
1 59 40 63 48 42 69
1-Propylester 2 <30 69 87 31 43 51
3 31 81 92 <30 65 77
MW 30+ 30 63121 81+16 26 £ 24 50 + 13 66 + 13
+SD
1 72 33 40 <30 44 68
2-Propylester 2 34 36 51 33 35 37
3 30 45 58 <30 43 32
MW 45 + 23 3816 60 £ 10 11+19 41+5 46 + 20
+SD
1 80 96 68 41 62 59
n-Butylester 2 50 92 114 <30 79 85
3 31 119 130 46 81 62
MW 54 + 25 102 + 15 104 + 32 29+ 25 74+ 10 69 + 14
+SD
9.9. Einzelwerte aus den kinetischen Studien zum Indometacin
9.9.1. Konzentrationen in Blut, CSF und Hirngewebe
Tab.9.9.1. Indometacin-Konzentrationen [ug/ml] im Blut und CSF nach i.p.-Applikation von 3,0
mg/kg KG rac-TCP (n = 3).
Zeit Blut [ug/ml] CSF [pg/ml]
[min] 1 | 2 | 3 | Mw=z+sD 1 | 2 | 3 | mMw=z+sD
i.p.-Applikation
2 11,2 12,5 3,4 9,9+49 <0,15 0,55 0,59 0,38 + 0,33
10 18,6 5,8 12,9 124 +6,4 2,32 0,75 0,88 1,32+0,87
20 14,4 7,5 3,8 86+54 - - 1,41 1,41
60 4,4 7,7 12,9 8,3+4,3 0,71 0,64 0,80 0,72+ 0,08
i.n.-Applikation
2 8,2 10,7 12,6 105+2,2 0,58 0,40 0,28 0,42 +0,15
10 10,9 23,6 15,5 16,7+6,4 0,56 0,41 0,34 0,44 +0,11
20 10,3 8,1 12,9 104+24 0,40 0,50 0,79 0,56 + 0,20
60 8,4 8,5 - 8,5+0,1 0,57 0,37 - 0,47 £ 0,14

! Chromatogramm nicht auswertbar.
% Versuchstier wahrend der Untersuchung verstorben.
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Tab. 9.9.2. Indometacin-Konzentrationen [ug/g] in verschiedenen anatomischen Untereinheiten
des Ratten-ZNS nach Gabe von 3,0 mg/kg KG Indometacin in Abhangigkeit von Zeit
und Applikationsart bei den Ratten 1-3 des entsprechenden Zeitpunkts.1

Zeit i.p.-Applikation i.n.-Applikation
[min] 1 2 | 3 | Mw+sD 1 [ 2 3 | MW£sSD
Cerebellum
2 1,87 1,10 1,09 1,35+ 0,45 1,14 3,17 1,17 2,56+1,21
10 1,74 2,00 2,02 1,92+0,16 1,88 1,26 1,93 1,69 + 0,37
20 2,59 2,87 1,39 2,28 +£0,79 2,19 1,19 2,05 1,81+ 0,54
60 2,59 0,80 1,25 1,53+ 0,90 1,14 3,57 - 2,36 +1,72
Cortex
2 0,68 0,71 0,66 0,68 + 0,03 2,98 2,17 0,88 2,01+1,06
10 1,07 1,39 1,31 1,26 £0,17 1,88 2,27 1,74 1,96 + 0,27
20 2,38 1,32 1,24 1,65+ 0,64 1,96 1,46 4,64 264+1,71
60 1,50 0,49 0,88 0,96 £ 0,51 1,22 1,85 - 1,54 +0,45
Medulla oblongata
2 1,28 1,65 1,32 1,42 + 0,20 2,06 2,93 1,33 2,11+ 0,80
10 1,67 1,75 1,21 1,54 +£0,29 2,23 3,22 1,84 2,43+0,71
20 <0,07 3,79 1,49 1,76 £1,91 2,37 < 0,07 2,06 1,48 +1,29
60 1,17 1,02 1,35 1,18+ 0,17 1,83 1,45 - 1,64 + 0,27
Mesencephalon
2 0,85 1,34 1,69 1,29+ 0,42 1,75 3,46 0,67 1,96+141
10 1,71 1,57 1,74 1,67 £ 0,09 1,89 2,08 2,65 2,21 +£0,40
20 1,52 2,96 2,28 2,25+0,72 2,36 1,81 2,79 2,32+ 0,49
60 1,15 1,40 0,83 1,13+£0,29 2,62 1,86 --° 2,24 £ 0,54
Thalamus
2 <0,07 | <0,07 | <0,07 <0,07 2,44 1,59 2,37 2,13+0,47
10 1,69 <0,07 | <0,07 | 0,56+0,98 1,37 2,03 < 0,07 1,13+1,04
20 <0,07 | <0,07 | <0,07 <0,07 1,46 1,31 1,55 1,44 +0,12
60 1,23 < 0,07 1,30 0,84 £ 0,73 1,52 1,20 - 1,36 + 0,23

Tab.9.9.3. Aus den mittleren Konzentrationen (Tab. 9.9.1.-9.9.2) abgeschétzte
pharmakokinetische Parameter fiir Indometacin in verschiedenen Gehirnarealen aus
der Untersuchung zur Gewebeverteilung.3

Organsegment i.p.-Applikation i.n.-Applikation
Terminale terminale Eliminations- Terminale terminale Eliminations-
Halbwertszeit geschwindigkeits- Halbwertszeit geschwindigkeits-
[min] konstante [min'l] [min] konstante [min'l]
Blut 780 0,001 137 0,005
CSF 41 0,017 158 0,004
Cerebellum 70 0,010 - -
Cortex 51 0,014 51 0,014
Medulla oblongata 70 0,010 - -
Mesencephalon 40 0,017 790 0,001
Thalamus - - 485 0,001

! Die Konzentrationsangaben beziehen sich immer auf den freien Wirkstoff (Base), bezogen auf die

Gewichtseinheit an Gewebe, nicht Gewebehomogenat.
% Versuchstier wahrend der Untersuchung verstorben.
3 Abgeschéatzt aus den Mittelwerten der letzten beiden Datenpunkten.

4

Uber den betrachteten Versuchszeitraum stieg die Konzentration an. Eine Abschiatzung der

terminalen Halbwertszeit bzw. terminalen Eliminationsgeschwindigkeitskonstante war deshalb nicht

maoglich
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9.9.2. Hirngewebe/Blut- bzw. CSF/Blut-Quotienten nach Indometacin-
Applikation
Tab. 9.9.3.: CSF/Blut- bzw. Hirngewebe/Blut-Quotienten nach Gabe von 3,0 mg/kg KG
Indometacin in Abhangigkeit von Zeit und Applikationsart bei den Ratten 1-3 des
entsprechenden Zeitpunkts.
Zeit i.p.-Applikation i.n.-Applikation
[min] 1 | 2 | 3 | Mw=z+sD 1 | 2 | 3 | mMw=z+sD
CSF/Blut-Quotienten
2 <0,02 0,04 0,17 0,07 + 0,09 0,07 0,04 0,02 0,04 + 0,03
10 0,12 0,13 0,07 0,11 £ 0,03 0,05 0,02 0,02 0,03 £ 0,02
20 - - 0,37 0,37 0,04 0,06 0,06 | 0,05+0,01
60 0,16 0,08 0,06 0,10 £ 0,05 0,07 0,04 - 0,06 £ 0,02
Cerebellum/Blut-Quotienten
2 0,17 0,09 0,32 0,19+0,12 0,41 0,30 0,09 0,27 £ 0,16
10 0,09 0,34 0,16 0,20+0,13 0,17 0,05 0,12 0,11 + 0,06
20 0,18 0,38 0,37 0,31 +£0,11 0,22 0,15 0,167 0,18 £ 0,04
60 0,58 0,10 0,10 0,26 + 0,28 0,14 0,42 - 0,28 + 0,14
Cortex/Blut-Quotienten
2 0,06 0,06 0,19 0,10 + 0,08 0,36 0,20 0,06 0,21 + 0,15
10 0,06 0,24 0,10 0,13 £ 0,09 0,17 0,10 0,11 0,13 £ 0,04
20 0,17 0,18 0,33 0,23 + 0,09 0,19 0,18 0,36 0,24 + 0,10
60 0,34 0,06 0,07 0,16 £ 0,16 0,15 0,34 - 0,25+0,13
Medulla oblongata/Blut-Quotienten
2 0,11 0,13 0,39 0,21 £ 0,16 0,25 0,27 0,11 0,21 £ 0,09
10 0,09 0,30 0,09 0,16 + 0,21 0,20 0,14 0,21 0,15+ 0,04
20 <0,01 0,51 0,39 0,30 + 0,27 0,23 <0,01 0,16 0,13+0,12
60 0,27 0,13 0,10 0,17 + 0,09 0,22 0,17 - 0,20 + 0,04
Mesencephalon/Blut-Quotienten
2 0,08 0,11 0,50 0,23 +0,23 0,21 0,32 0,05 0,19+0,14
10 0,09 0,27 0,13 0,16 + 0,09 0,17 0,09 0,17 0,14 £ 0,05
20 0,11 0,39 0,60 0,37 + 0,25 0,23 0,22 0,22 0,22 + 0,01
60 0,26 0,28 0,06 0,20+ 0,12 0,31 0,22 - 0,27 £ 0,06
Thalamus/Blut-Quotienten

2 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,30 0,15 0,19 0,21 £ 0,08
10 0,09 <0,01 | <0,01 | 0,03+0,05 0,13 0,09 <0,01 | 0,07+0,07
20 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,14 0,16 0,12 0,14 £ 0,02
60 0,28 <0,01 0,19 0,16 + 0,14 0,18 0,14 - 0,16 + 0,03

! Aufgrund fehlender Konzentrationswerte (s. Tab. 9.7.2. bzw. 9.7.3.) konnten keine abgeleiteten
GroRRen berechnet werden.
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